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„Dès la naissance, l’homme porte le poids de la gravité sur ses épaules. Il est 




„Od roenja ovjek nosi teret gravitacije na svojim leima. On je prikovan za 










Ronjenje s komprimiranim zrakom predstavlja poseban oblik oksidacijskog stresa izazvanog 
vježbanjem jer je poveano stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) posljedica ne samo 
zahtjevne fizike aktivnosti, ve i hiperoksije, koja nastaje uslijed disanja kisika pod 
povišenim tlakom. Smatra se da bi uinkovitost antioksidacijskih enzima mogla ovisiti o 
aktivnosti sirtuina (SIRT), molekula osjetljivih na poveanu produkciju ROS-a, koje imaju 
sposobnost poveati ekspresiju i aktivnost antioksidacijskih enzima. Cilj je ovog rada bio 
ispitati oksidacijski/antioksidacijski status i ekspresiju gena SIRT1 i SIRT3 nakon zarona s 
komprimiranim zrakom kod rekreacijskih ronilaca koji nisu ronili tijekom zimskog razdoblja.  
U istraživanje je bilo ukljueno 17 ronilaca, muškog spola, raspona životne dobi od 30 do 52 
godine. Uzimanje krvi bilo je provedeno neposredno prije i nakon ronjenja na 30 metara 
dubine u trajanju od 30 minuta te 3 i 6 sati nakon ronjenja. U uzorcima krvi odreeni su 
parametri kompletne krvne slike, u eritrocitima i plazmi praeni su biljezi oksidacijskog 
ošteenja lipida i proteina, mjerenjem koncentracije tiobarbiturnih reaktivnih supstanci 
(TBARS) i proteinskih karbonila, dok su aktivnosti antioksidacijskih enzima katalaze (CAT), 
ukupne superoksid dismutaze (SOD) te izoformi SOD1 i SOD2, kao i ekspresija gena CAT, 
SOD1 i SOD2 te SIRT1 i SIRT3 bili praeni u mononuklearnim stanicama krvi. 
Rezultati ovog rada pokazali su da poveanje broja leukocita te smanjenje broja eritrocita, 
hemoglobina i hematokrita nakon ronjenja nisu kliniki znaajne promjene. Zapažen porast 
aktivnosti CAT, SOD2 i SOD neposredno nakon ronjenja nije bio dovoljan da sprijei porast 
eritrocitnih TBARS vrijednosti. Budui da promjene TBARS vrijednosti u plazmi, kao ni 
promjene proteinskih karbonila u plazmi i eritrocitima nisu naene nakon ronjenja, lipidna 
peroksidacija u eritrocitima pokazala se najosjetljivijim ispitivanim parametrom oksidacijskog 
stresa. Poveanje aktivnosti ispitivanih antioksidacijskih enzima nije bilo praeno porastom 
njihove genske ekspresije. Smanjenje ekspresije gena SIRT1 izazvano zaronom, doseglo je 
bazalnu vrijednost 6 sati nakon ronjenja, kada je uoen porast ekspresije gena SIRT3. 
Ovo je istraživanje pokazalo da zaron na 30 metara dubine, nakon razdoblja ne ronjenja, 
uzrokuje oksidacijsko ošteenje dajui dobru osnovu za daljnja usmjerena istraživanja u 
podruju rekreacijskog ronjenja koja bi mogla biti korisna u formiranju smjernica za 
rekreacijske ronioce. Uz to, opažen porast ekspresije gena SIRT3 pridonosi razumijevanju 
pretpostavljenog adaptacijskog antioksidacijskog mehanizma i hormeznog odgovora na 
poveanu produkciju ROS-a. 




SCUBA diving represents a special form of exercise-induced oxidative stress since the 
increased production of reactive oxygen species (ROS) is a result not only of a demanding 
physical activity, but also of hyperoxia, which occurs due to breathing oxygen under 
increased pressure. It is believed that the effectiveness of antioxidant defense enzymes could 
be dependent on the activity of sirtuins (SIRT), molecules sensitive to the increased 
production of ROS, which have the ability to increase the expression and activation of 
antioxidant enzymes. The aim of this study was to examine the effects of scuba diving on 
oxidative/antioxidative status, as well as SIRT1 and SIRT3 gene expressions in recreational 
divers after a winter non-dive period. 
The study included 17 male recreational divers median age (range) 41 (30-52) years. Blood 
samples were taken before and immediately after diving at a depth of 30 m for 30 min, 3 h 
and 6 h after diving. The changes of the following parameters were examined: complete blood 
counts, oxidative damage markers of lipids and proteins in erythrocytes and plasma, by 
measuring the formation of thiobarbituric reactive substances (TBARS) and protein carbonyl 
derivatives (PCD), while the activities of antioxidant enzymes; catalase (CAT), total 
superoxide dismutase (SOD), and isoforms SOD1 and SOD2, as well as CAT, SOD1, SOD2, 
SIRT1 and SIRT3 gene expression were monitored in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs). 
The increase of leukocyte count and the decrease of erythrocyte count, hemoglobin and 
hematocrit observed after diving did not show clinical significance. The elevation of CAT, 
SOD2 and SOD activities observed after diving was not sufficient to prevent the increase in 
erythrocyte TBARS values. Since we found no difference for plasma TBARS level and also 
for carbonylated proteins level in either plasma or erythrocytes, peroxidative damage in 
erythrocytes appears to be the most pronounced response to oxidative stress. Elevation of the 
antioxidant enzymes activities was not accompanied by the increase of their gene expression. 
The decrease of SIRT1 gene expression induced by diving, reached its basal level 6 h after the 
dive, when the increase of SIRT3 gene expression was observed. 
This study showed that the first dive to 30 m after a non-dive season causes oxidative 
damage, providing a good basis for further research in the field of recreational diving, which 
could be useful for forming the diving recommendations. In addition, the observed increase of 
SIRT3 gene expression contributes to the understanding of the assumed adaptation antioxidant 
mechanism and the hormesis response to increased ROS production. 
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 Posljednjih desetljea ronjenje uz uporabu autonomnog ronilakog ureaja (eng. Self 
Contained Underwater Breathing Apparatus, SCUBA) postaje vrlo popularna i široko 
rasprostranjena sportska i rekreacijska aktivnost. SCUBA ronjenje karakterizira pojaana 
fizika aktivnost u promijenjenim uvjetima okoline što ukljuuje izloženost tijela povišenom 
tlaku i disanje komprimiranog zraka ili drugih plinskih mješavina pri povišenom tlaku, uinak 
uranjanja i izloženost niskoj temperaturi. Pojaana fizika aktivnost koja je kod ronjenja 
dodatno prisutna zbog težine ronilake opreme i poveane otpornosti kretanju pod vodom i 
hiperoksija koja nastaje zbog disanja kisika pod povišenim tlakom uzrokuju poveano 
stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (eng. Reactive Oxygen Species, ROS) [1]. Visoka 
produkcija ROS-a može uzrokovati oksidacijsko ošteenje staninih struktura, kao što su 
lipidi, proteini i nukleinske kiseline, a nakupljanje takvih ošteenja može rezultirati 
promjenama u zdravstvenom statusu [2]. S druge strane, ROS su važne signalne molekule i 
njihovo stvaranje ima važnu ulogu u regulaciji staninih procesa, ukljuujui i aktivaciju 
antioksidacijske obrane za suzbijanje oksidacijskog stresa i štetnog djelovanja ROS-a [2,3]. 
 O mehanizmima aktivacije i ekspresije antioksidacijskih enzima te njihovoj 
uinkovitosti još uvijek se ne zna dovoljno. Sirtuin 1 (SIRT1) i sirtuin 3 (SIRT3), nikotinamid 
adenin dinukleotid (NAD+) ovisne deacetilaze, zbog svoje osjetljivosti na promjene redoks 
statusa i sposobnosti regulacije redoks homeostaze [3] predstavljaju intrigantne molekule koje 
mogu biti povezane s poveanom uinkovitosti antioksidacijskih enzima. Njihova uloga u 
antioksidacijskom odgovoru ini ih važnim indikatorima razine oksidacijskog stresa na 
raskrižju protektivnih i štetnih uinaka poveane produkcije ROS-a [4]. Osim toga, njihove 
brojne uloge kao NAD+ ovisnih deacetilaza te povezanost s produljenjem životnog vijeka [5] 
ine ih zanimljivim molekulama ija aktivnost se može potaknuti ronjenjem ili nekom 
drugom fizikom aktivnošu. 
 Dosadašnje spoznaje o utjecaju ronjenja na biljege oksidacijskog ošteenja i 
antioksidacijske enzime proizlaze iz istraživanja na profesionalnim roniocima, a kontroverzni 
rezultati mogu se objasniti razliitim uvjetima u kojima su istraživanja provedena ukljuujui 
razliite dubine i trajanje zarona, korištene smjese za disanje, vrste uzorka i ispitivanu 
populaciju. Zapravo, u podruju rekreacijskog ronjenja nedostaju znanja o štetnim ili korisnim 
uincima poveane produkcije ROS-a.  
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1.1 Ronjenje uz uporabu autonomnog ronilakog ureaja 
 Globalizacija SCUBA ronjenja usko je povezana s razvojem ronilake opreme, 
napretkom ronilakih protokola i razumijevanjem fiziologije ronjenja. Ronjenje uz uporabu 
ronilakog ureaja koje je omoguilo neovisno kretanje pod vodom, zapoinje u 19. stoljeu. 
Godine 1879. britanski inženjer Henry Fleuss konstruirao je autonomni ronilaki ureaj 
zatvorenog kruga koji se sastojao od spremnika s kisikom te filtera natopljenog kalijevim 
hidroksidom za apsorpciju izdahnutog ugljikovog dioksida. Kod ronilakih ureaja 
zatvorenog kruga proces udisanja i izdisanja odvija se u zatvorenom krugu tako da se 
izdahnuti zrak reciklira odnosno filtrira od ugljikovog dioksida i obogauje kisikom. 
Unaprijeeni ronilaki ureaji zatvorenog kruga danas imaju svoju primjenu uglavnom u 
vojsci, a njihova prednost je duže zadržavanje pod vodom. Takva vrsta ronjenja poznata je 
pod nazivom  „rebreather“  ronjenje.   
 Najveu prekretnicu u komercijalizaciji ronjenja pokrenuo je izum 1942. godine kada 
su Jacques-Yves Cousteau i Emile Gagnan predstavili hidrostatski regulator koji omoguuje 
doziranje zraka iz visokotlanih spremnika prilikom povišenog tlaka okoline. Time zapoinje 
ronjenje kakvo danas poznajemo, SCUBA ronjenje otvorenog sustava u kojem ronilac otpušta 
iskorišteni zrak izravno u vodu. Kao oblik rekreacije, SCUBA ronjenje se poelo intenzivno 
razvijati nakon osnivanja Svjetske konfederacije podvodnih aktivnosti (fra. Confederation 
Mondiale des Activites Subaquatiques, CMAS) u Europi 1959. godine i Nacionalnog 
udruženja podvodnih instruktora (eng. National Association of Underwater Instructors, 
NAUI) osnovanog iste godine u Sjedinjenim Amerikim Državama. Danas postoji niz 
meunarodno priznatih ronilakih asocijacija prema ijim se programima u ronilakim 
klubovima i centrima vrši obuka ronilaca. 
 S obzirom na potrebnu obuku, iskustvo i korištenu opremu za ronjenje, amatersko 
ronjenje se može podijeliti na rekreacijsko ili sportsko ronjenje i tehniko ronjenje. 
Rekreacijsko ronjenje s komprimiranim zrakom naješi je oblik amaterskog ronjenja koji 
ukljuuje ogranienje dubine do 40 metara, izravan okomit pristup površini vode te postupno 
izranjanje bez dekompresijskog zaustavljanja [6]. Tehnika ronjenja su kompleksnija od 
rekreacijskog ronjenja i zahtijevaju veu razinu obuke i iskustva za korištenje opreme koju je 
ronilaka industrija preuzela od tehnologija namijenjenih vojsci i profesionalcima. Naziv su 
dobila zbog korištenja tehnikih mješavina kao smjese za disanje pri ronjenju, a svrha im je 
omoguiti dublje urone i duže zadržavanje pod vodom. Naješe korištene tehnike mješavine 
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su nitrox koji u odnosu na zrak sadrži vei postotak kisika i manji postotak dušika i trimix 
koji sadrži kisik, dušik i helij i ima niži postotak kisika i dušika u odnosu na zrak.   
1.1.1 (Pato)fiziološke promjene povezane s ronjenjem 
1.1.1.1 Izlaganje visokom tlaku okoline  
 Dubina, odnosno visok tlak u vodi za ovjeka je neprirodno okruženje. Tijekom 
ronjenja ronilac je izložen porastu tlaka okoline koji proporcionalno raste s dubinom zarona 
(sa svakih 10 metara morske dubine tlak okoline se poveava za 101,3 kPa). Zbog velikog 
udjela tekuine u ljudskom tijelu, ljudsko tijelo relativno dobro podnosi tlak na veim 
dubinama. Meutim, u odreenim situacijama porast tlaka okoline može uzrokovati ozljede 
šupljih organa i tkiva ispunjenih zrakom zbog kompresije zraka na manji volumen pri zaronu 
ili porasta volumena zraka pri izronu, što se naziva barotrauma. Naješa barotrauma je 
barotrauma srednjeg uha [7], dok je pluna barotrauma pri naglom izronu najozbiljniji oblik 
koji može dovesti do kolapsa plua zbog porasta volumena zraka u pluima. 
1.1.1.2 Uinci imerzije  
 Uronjenost tijela u vodu (imerzija) zbog djelovanja hidrostatskog tlaka vode na 
krvožilni sustav, kojem pridonosi i gubitak utjecaja gravitacije zbog bestežinskog stanja, 
uzrokuje promjene hemodinamike. Uinak djelovanja imerzije pojaava se u hladnoj vodi 
zbog periferne vazokonstrikcije koja pojaava preraspodjelu periferne krvi u središnju 
intratorakalnu cirkulaciju [8]. Centralizacija cirkulacije rezultira poveanjem krvnog tlaka i 
aktivacijom parasimpatikog živanog sustava koji dovodi do promjene kardio-endokrino-
bubrežne osi. Posljedica je usporavanje sranog ritma (bradikardija), poveano otpuštanje 
atrijskog natriuretskog peptida (ANP), supresija antidiuretskog hormona (ADH) te izazivanje 
diureze, natriureze i vazodilatacije kojim se poveanje krvnog tlaka nastoji vratiti na niže 
razine [9]. S druge strane, hladna voda u kombinaciji sa psihološkim stresom dovodi do 
aktivacije simpatikog živanog sustava [9] što uzrokuje ubrzani rad srca (tahikardija) kao i 
posljedino luenje kateholamina iz nadbubrežne žlijezde. Centralizacija cirkulacije, 
aktivacija sranih receptora, izlaganje hladnoi i psihološkom stresu imbenici su koji prate 
imerziju kod SCUBA ronjenja i stimuliraju simpatiki i parasimpatiki živani sustav s 
posljedinim promjenama u brzini sranog ritma i otpuštanju hormona [10]. 
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1.1.1.3 Disanje pod povišenim tlakom 
 Pod utjecajem visokog tlaka mijenja se topljivost plinova u tjelesnim tekuinama i 
tkivima. Najzastupljeniji plinovi u zraku jesu dušik (~78%) i kisik (~21%), a njihova 
saturacija krvi i tkiva ne ovisi samo o dubini zarona, odnosno tlaku, ve i trajanju cjelokupnog 
izlaganja visokom tlaku. Štetni uinci disanja dušika pod povišenim tlakom povezani su s 
dušikovom narkozom i pojavom dekompresijske bolest, dok su štetni uinci kisika povezani s 
njegovom toksinosti za neurološki sustav i oksidacijskim stresom. Upravo zbog toga kod 
dubokih zarona koriste se tehnike mješavine obogaene helijom, kao što su trimix (sadrži 
dušik, kisik i helij) i heliox (sadrži samo kisik i helij) koje imaju manji udio kisika i dušika u 
odnosu na zrak. Helij ima manji narkozni uinak od dušika, a zbog manje gustoe stvara 
znatno manji otpor u dišnim putevima što je važno na velikim dubinama kada su plinovi 
toliko gusti da stvaraju izrazit otpor strujanju.  
1.1.1.4 Štetni uinci dušika 
 Behnke je 1935. godine primijetio da ronioci izloženi stlaenom zraku pri 506,5 kPa 
(40 metara dubine) pokazuju simptome sline simptomima alkoholne opijenosti te da je taj 
fenomen posljedica disanja dušika pod povišenim tlakom. Od tada su mnogi autori istraživali 
tu pojavu, koju je kasnije Cousteau nazvao „pijanstvom velikih dubina“, a koja je povezana s 
dušikovom narkozom. Toan mehanizam narkoznog djelovanja dušika nije posve jasan, ali 
smatra se da je posljedica topljivosti dušika u lipidima i prolaska kroz membrane živanih 
stanica te djelovanja na GABAA receptore [11]. 
 Osim narkoznog djelovanja, disanje dušika pod povišenim tlakom glavni je uzrok 
dekompresijske bolesti ronilaca, koja nastaje zbog stvaranja mjehuria dušika kao posljedica 
prebrzog smanjenja tlaka odnosno izrona u odnosu na mogunost odstranjivanja dušika 
otopljenog u tkivima i tjelesnim tekuinama. Klinika slika dekompresijske bolesti ovisi o 
lokalizaciji, brojnosti i veliini mjehuria, a naješe se javlja unutar 3 sata nakon izrona, iako 
pojava simptoma može uslijediti i do 35 sati nakon izrona. Blaži stupanj dekompresijske 
bolesti manifestira se bolovima u zglobovima i kožnim osipom, dok su teži stupnjevi praeni 
neurološkim i kardiopulmonalnim simptomima koji mogu dovesti do konvulzija i smrti. 
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 Kako bi omoguilo odstranjenje otopljenog dušika putem plua i sprijeilo nastajanje 
dekompresijske bolesti, ronilac izron mora provoditi postupno primjenom dekompresijskih 
tablica odnosno uputa za dekompresiju u ronilakom raunalu. 
1.1.1.5 Hiperoksija 
 Premda je kisik pri uvjetima normalnog atmosferskog tlaka neškodljiv i neophodan za 
odvijanje gotovo svih životnih procesa, dugotrajno udisanje pod povišenim tlakom ili u veim 
koncentracijama nego što se nalazi u zraku može djelovati toksino. Nakon dugotrajnog 
izlaganja 100%-tnom kisiku pod povišenim tlakom, štetno djelovanje kisika naješe se 
manifestira neurološkim poremeajima poznatijim pod nazivom kisikova epilepsija ili Paul 
Bertov uinak, a rjee poremeajem plune funkcije (poznato kao Lorain-Smithov uinak). 
Neurološki simptomi akutnog otrovanja kisikom, kao što su munina, omaglica, poremeaj 
vida, razdražljivost i dezorijentacija ili grevi nalik na epileptine napade, rijetko se javljaju 
prilikom rekreacijskog ronjenja, ali mogu pratiti dubinske zarone. Upravo zato za zarone 
preko 40 metara koriste se tehnike mješavine s manjim udjelom kisika. 
 S druge strane, uporaba 100%-tnog kisika pri povišenom tlaku (hiperoksigenacija u 
hiperbariji) temelj je lijeenja u hiperbarinoj medicini jer visok tlak i vei postotak kisika u 
mješavini koja se udiše poveava topljivost kisika u plazmi i omoguuje njegovu dostupnost 
do najudaljenijih stanica neovisno o prijenosu putem hemoglobina u eritrocitima. Poveanje 
ukupne koliine kisika u ljudskom tijelu ili porast tlaka kisika (pO2) preko fizioloških razina, 
koji varira od organa do organa i izmeu arterijske i venske krvi, naziva se hiperoksija [12]. 
Prekomjerna koliina i dostupnost kisika pogoduju stvaranju ROS-a [13]. Hiperoksija 
uzrokovana hiperbarinom oksigenacijom prepoznata je kao eksperimentalni model 
prouavanja oksidacijskog stresa.  
1.1.2 Fizika aktivnost i oksidacijski stres 
 Intenzivna fizika aktivnost praena je poveanom produkcijom ROS-a i akutnim 
imunosnim odgovorom [14,15]. Mnoga su istraživanja pokazala korisnu ulogu ROS-a nastalih 
tijekom vježbanja, koja dovodi do adaptacijskih odgovora poput poveane otpornosti na 
oksidacijski stres, angiogeneze, biogeneze mitohondrija i hipertrofije mišia [14].  
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 Tijekom tjelovježbe ROS uglavnom nastaju zbog poveane kontrakcije kako skeletnih 
mišia, tako i sranog mišia, što je povezano s poveanom potrebom za stvaranjem energije, 
posljedinim ubrzavanjem metabolizma i procesa staninog disanja. Premda su identificirani i 
drugi mehanizmi koji tijekom vježbanja dovode do poveane produkcije ROS-a, još uvijek 
nije jasno koliko koji od njih pridonosi oksidacijskom stresu. Zapravo, smatra se da razliite 
vrste fizike aktivnosti aktiviraju razliite dodatne puteve stvaranja ROS-a. Primjerice, kod 
intenzivnog mišinog rada i posljedinog ishemijskog-reperfuzijskog sindroma endotelna 
ksantin oksidaza može imati znatnu ulogu u stvaranju ROS-a. Nadalje, kod fizikih aktivnosti 
praenih poveanim otpuštanjem adrenalina i noradrenalina, što je opaženo i kod ronjenja 
[16], neenzimska oksidacija kateholamina može pridonijeti stvaranju ROS-a [14]. Imunosni 
odgovor praen poveanjem broja neutrofila i njihove aktivnosti kroz respiratorni prasak još 
jedan je znaajan izvor nastajanja ROS-a [17]. Treba spomenuti da dugotrajno zahtjevno 
vježbanje u fazi oporavka osim porasta neutrofila esto prati smanjenje limfocita, kao i 
poremeaj funkcije imunosnih stanica, što može uzrokovati poveanu osjetljivost na infekciju 
[15].   
 Intenzitet, trajanje i vrsta fizike aktivnosti, kao i njena uestalost jesu komponente o 
kojima ovisi fiziološki odgovor organizma. Budui da je fizika aktivnost tijekom ronjenja 
praena hiperoksijom, koja može znaajno pridonijeti stvaranju ROS-a, ronjenje treba 
razmatrati kao poseban oblik oksidacijskog stresa uzrokovanog vježbanjem. 
Vježbom/ronjenjem uzrokovane promjene imunosnog i oksidacijskog/antioksidacijskog 
sustava vjerojatno prate princip hormeze kojeg karakterizira koristan i protektivan uinak kod 
blagog i kontinuiranog izlaganja odreenom stanju/supstanci, a s druge strane štetan uinak 
kod akutnog i intenzivnog izlaganja tom istom stanju/supstanci. 
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1.2 Oksidacijski stres 
          Oksidacijski stres karakterizira poremeaj oksidacijske/antioksidacijske ravnoteže u 
korist oksidansa koji može dovesti do ošteenja [18]. U stanicama se neprestano stvaraju ROS 
ija je razina pod nadzorom antioksidacijskih zaštitnih mehanizama. Antioksidacijska zaštita 
djelovanjem endogenih i egzogenih antioksidansa sprjeava nakupljanje i štetno djelovanje 
ROS-a i time neprestano uspostavlja redoks homeostazu izmeu njihovog nastajanja i 
uklanjanja. Stanice mogu do odreene razine kompenzirati poveano stvaranje ROS-a, 
poveavanjem aktivnosti i sinteze antioksidansa. 
 Uzrok oksidacijskog stresa može biti posljedica poveane ROS produkcije ili 
smanjene antioksidacijske zaštite, a rezultira oksidacijskim ošteenjem staninih komponenti, 
naješe lipida, proteina i nukleinskih kiselina. Zbog ošteenja osnovnih bioloških molekula 
oksidacijski stres povezuje se s procesom starenja te mnogim patološkim stanjima kao što su 
kardiovaskularne bolesti, dijabetes, neurodegenerativne bolesti, autoimune bolesti i nastanak 
tumora [19,20]. Meutim, to ne znai da je oksidacijski stres glavni uzrok bolesti. Porast 
razine ROS-a može biti i sekundaran u procesu razvoja bolesti.  
 Oksidacijski stres mogue je pratiti izravnim mjerenjem ROS-a ili posrednim 
mjerenjem produkata oksidacijskog ošteenja. Poveano stvaranje ROS-a, zbog njihovog 
kratkog vremena poluživota i kompleksnosti metodologije, obino se procjenjuje mjerenjem 
stabilnijih biljega odnosno produkata oksidacijskog ošteenja lipida, proteina i nukleinskih 
kiselina. 
1.2.1 Stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva 
 Najvažniji oksidansi u organizmu jesu reaktivni kisikovi spojevi. Kao i reaktivni 
dušikovi spojevi (eng. Reactive Nitrogen Species, RNS), ROS ukljuuju slobodne radikale 
odnosno ione ili molekule s jednim ili više nesparenih elektrona i reaktivne molekule koje 
nisu slobodni radikali, ali su visoko kemijski reaktivni i lako stupaju u reakcije meusobno ili 
s drugim molekulama. Razliite vrste ROS-a i RNS-a neprestano se stvaraju tijekom 
metabolikih procesa, a veinu karakterizira vrlo kratko poluvrijeme života (Tablici 1). 
Visoka reaktivnost i kratko poluvrijeme života slobodnih radikala ograniava njihovo 
djelovanje na supstrate iz najbliže okoline. Meutim, s druge strane, jednom stvoreni slobodni 
radikal može izazvati niz lananih reakcija reagirajui s drugim manje reaktivnim 
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molekulama te tako uzrokovati nastajanje relativno stabilnih, ali visoko reaktivnih spojeva 
koji mogu potaknuti širenje njihovog štetnog djelovanja ak i izvan stanice. 
 
Tablica 1. Popis reaktivnih kisikovih i dušikovih spojeva (ROS/RNS) koji se stvaraju 






 ROS nastaju djelovanjem enzima u razliitim staninim procesima koji se odvijaju na 
mitohondrijskim i plazmatskim membranama, citosolu, endoplazmatskom retikulu, 
lizosomima i peroksisomima (Slika 1). Smatra se da oko 90% staninog ROS-a u fiziološkim 
uvjetima nastaje u mitohondrijima [21]. Oksidacijska fosforilacija, koja je katalizirana 
multienzimskim kompleksima na unutrašnjoj membrani mitohondrija, najvažniji je 
metaboliki put za proizvodnju adenozin trifosfata (ATP). Tijesno je povezana s  
mitohondrijskim lancem prijenosa elektrona koji predstavlja glavni izvor nastanka ROS-a 
[22]. Gubitak elektrona na ubikinonskim i semikinonskim mjestima lanca prijenosa elektrona, 
kao i na citokromu c dovodi do jednovalentne redukcije molekularnog kisika i nastanka 






ROS Superoksidni anion (O2•-) 10-6 s Peroksid (H2O2) stabilan
Hidroksilni radikal (•OH) 10-10 s Ozon (O3) 1 s
Alkoksilni radikal (RO•) 10-6 s Singletni kisik (1O2) 10-6 s
Peroksilni radikal (ROO•) 17 s Organski peroksid stabilan
Hipokloritna kiselina (HOCl) stabilna
Hipobromna kiselina (HOBr) stabilna
RNS Dušikov oksid (NO•-) s* Nitritna kiselina (HNO2) 1 s
Dušikov dioksid (NO2•-) 1 s Peroksinitrit (ONOO-) 10-3 s
Nitrozilni kation (NO+) 1 s
Nitroksilni anion (NO-) 1 s
Dinitrogen trioksid (N2O3) 1 s
Dinitrogen tetraoksid (N2O4) 1 s
Nitril klorid (NO2Cl) 1 s
*
 ovisi o okolišnim uvjetima
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vodikov peroksid (H2O2), a potom u vodu. Meutim, kod visoke proizvodnje ATP-a, gubitak 
elektrona se poveava što rezultira poveanom koliinom O2 koju antioksidacijski sustav ne 
može potpuno ukloniti. Uslijed toga može doi do reakcije izmeu O2 i njegovog 
reduciranog oblika H2O2, ili reakcije H2O2 s ionima prijelaznih metala, a u oba sluaja nastaje 
izuzetno štetni hidroksilni radikal (OH) koji može pokrenuti lipidnu peroksidaciju u 
membrani mitohondrija. Posljedica lipidne peroksidacije može biti promjena konformacije 
mitohondrijske membrane, inhibicija sinteze ATP-a te aktivacija signalnih puteva za 
pokretanje apoptoze [23]. Jasno je da takav scenarij odgovara konvencionalnom pogledu na 
slobodne radikale kao štetne, meutim, oslobaanje ROS-a djeluje kao lokalni signal za 
aktivaciju mitohondrijskih redoks osjetljivih transkripcijskih faktora. Uz to, mitohondrijski 
ROS mogu difundirati u citoplazmu i pokrenuti citoplazmatske signalne procese koji pružaju 
dodatni put pomou kojih inicijalni ROS-signal može pokrenuti redoks osjetljive stanine 
odgovore [24].  
 Osim u mitohondrijima, ROS nastaju i u drugim dijelovima stanica. Jedan od važnih 
izvora ROS-a u citoplazmi je djelovanje ksantin oksidaze te prisutnost riboflavina, 
kateholamina i prijelaznih metala (željezo, bakar) koji se mogu ukljuiti u prijenos elektrona. 
U plazmatskoj membrani važnu ulogu u stvaranju ROS-a u ima nikotinamid adenin 
dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaza, dok je glavni izvor ROS-a u endoplazmatskom 
retikulu sustav P450 enzima [25]. Tijekom metabolikih procesa, brojne oksidaze u 
peroksisomima, takoer pridonose stvaranju ROS-a [26], kao i lizosomski lanac prijenosa 
elektrona potreban za održavanje optimalnog pH za kisele hidrolaze [27]. 
 
 




      Slika 1. Najvažniji izvori nastajanja ROS-a u staninim organelama. 
 
 Proces fagocitoze može znatno pridonijeti stvaranju ROS-a. U fagocitnim stanicama 
djelovanjem membranskog sustava NADPH oksidaze, smještenog na membrani fagosoma, u 
fagosom se „upumpavaju“ ROS koji zatim iniciraju lananu reakciju nastajanja novih ROS-a 
(tzv. respiratorni prasak). Primarna je uloga ovog procesa oksidacijsko ošteenje molekula 
unutar fagosoma te uz O2 i H2O2 djelovanjem enzima mijeloperoksidaze (MPO) u fagocitima 
nastaje znaajna koncentracija hipokloritne kiseline (HOCl) koja uništava patogeni organizam 
odnosno fagocitiranu molekulu [28]. 
 Zahtjevnu fiziku aktivnost prati poveana produkcija ROS-a i imunosni odgovor. 
Tijekom tjelovježbe ROS se dominantno generiraju u skeletnim mišiima, premda u nekim 
situacijama i druga tkiva kao što su srce i plua te leukociti mogu znaajno pridonijeti 
ukupnom stvaranju ROS-a. Primjerice, nakon intenzivne fizike aktivnosti zabilježeno je ne 
samo poveanje broja neutrofila, ve i njihove fagocitne aktivnosti mjerene 
kemiluminiscencijom [16]. Kontrakcijom skeletnih mišia ROS mogu nastajati na više mjesta 
unutar stanice [29]. No, smatra se da se ROS uglavnomgeneriraju u mitohondrijima miocita, 
a njihova difuzija kroz membranu miocita omoguuje im djelovanje i na ostale organe i tkiva 
[24].  
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 Dostupnost kisika u krvi i tkivima tijekom hiperoksije takoer može utjecati na 
stvaranje ROS-a. Istraživanja na životinjskim modelima pokazala su da hiperoksija 
uzrokovana disanjem 85%-tnog kisika poveava nastajanje O2 i H2O2 u pluima [30], dok je 
poveano stvaranje H2O2 u ljudskim limfocitima opaženo nakon hiperbarinog izlaganja 
100%-tnom kisiku [31]. Primarna je uloga hiperoksije kod terapije hiperbarinom 
oksigenacijom (HBO) osigurati dostupnost kisika u tkivima s poveanom potražnjom. Nekada 
se poveana produkcija ROS-a tijekom terapije HBO smatrala negativnom stranom 
hiperbarine medicine. Danas se, naprotiv, s poveanim razumijevanjem uloge ROS-a u 
staninoj signalizaciji smatra temeljem lijeenja u hiperbarinoj medicini [32]. 
 Poveano endogeno stvaranje ROS-a i/ili njihovo smanjeno uklanjanje prate, takoer 
odreena (pato)fiziološka stanja, primjerice psihološki stres, ishemiju, infekcije i stvaranje 
tumora, a povišena koliina ROS-a povezuje se i s procesom starenja. S druge strane, 
egzogeni uzroci nastajanja ROS-a ukljuuju djelovanje ultraljubiastog i ionizirajueg 
zraenja koje može dovesti do pobuivanja slobodnih elektrona kisika, izbacivanja elektrona 
iz orbitale te sudara molekula pri emu nastaju ROS. U egzogene se uzroke ubrajaju, takoer 
djelovanja odreenih lijekova (poput kemoterapeutika), opijata, alkohola, herbicida, 
kemijskih oneišivaa (sastojci smoga, duhanski dim), kao i hrane (posebice masna hrana, 
hrana koja sadrži užeglu mast, sušeno meso) [20].  
1.2.2 Oksidacijsko ošteenje staninih komponenti 
 Naješe mete prekomjernog stvaranja ROS-a su biološke makromolekule - lipidi, 
proteini i nukleinske kiseline. Oksidacijsko ošteenje ovih makromolekula može dovesti do 
gubitaka ili slabljenja njihovih funkcija, kao i pojave mutacija u sluaju ošteenja DNA. 
Oksidacijska ošteenja lipida, proteina i DNA prepoznata su kao biljezi oksidacijskog stresa i 
poveane produkcije ROS-a. 
1.2.2.1 Oksidacijsko ošteenje lipida  
 Lipidi su sastavni dio membrana i imaju važnu strukturnu i funkcionalnu ulogu u 
stanici. Oksidacijsko ošteenje lipida može promijeniti fluidnost i cjelovitost membrana, a 
time i njihove funkcije. Reakcijom ROS-a s lipidima zapoinje proces lipidne peroksidacije 
(LPO) koji se prelazei iz faze inicijacije u fazu propagacije progresivno grana te završava 
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fazom terminacije (Slika 2). Reakciju inicijacije u procesu LPO naješe pokree hidroksilni 
radikal (•OH), no može je pokrenuti i peroksilni radikal (ROO•) i alkoksilni radikal (RO•), 
djelujui na višestruko nezasiene masne kiseline, pri emu nastaje lipidni radikal (L•). 
Lipidni radikal dovodi do lanane reakcije (propagacija) u kojoj nastaju novi radikali kao što 
su lipidni peroksilni radikal (LOO•), lipidni alkoksilni radikal (LO•), epoksi-lipidni peroksilni 
radikal (OLOO•), koji mogu djelovati na susjedne masne kiseline te tako širiti proces LPO. 
Završna faza ili faza terminacije može nastati reakcijom radikala s radikalom što rezultira 
nastajanjem ne-radikalnog spoja ili djelovanjem lipofilnih antioksidansa, poput -karotena ili 
-tokoferola, pri emu nastaju stabilni oblici radikala [33].  
 Procesom LPO stvaraju se relativno stabilni produkti kao što reaktivni - i -
nezasieni aldehidi poput 4-hidroksi-2-nonenala (4-HNE), malondialdehida (MDA), 2-
propenala (akrolein) te reaktivni -ketoaldehidi (poznati i kao izoketali) koji su produkti 
pregradnje izoprostana nastalog oksidacijom arahidonske kiseline. Premda su manje reaktivni 
od slobodnih radikala, reaktivni aldehidi su vrlo štetni uslijed dugog vremena raspada i širenja 
unutar stanice, pa ak i van stanice. Time nisu samo završni produkti LPO ve su i „drugi 
toksini glasnici“ koji mogu djelovati na udaljenim mjestima od stvaranja ROS-a [34,35]. Oni 
mogu reagirati s drugim lipidima, proteinima, DNA i šeerima dovodei do njihove 
oksidacije, fragmentacije te uzrokovati nastajanje umreženih produkata tzv. uznapredovalih 
lipooksidacijskih produkata (eng. Advanced Lipooxidation End-Products, ALEs) te 
uznapredovalih glikacijskih produkata (eng. Advanced Glycation End-Products, AGEs).  
 Produkti LPO vrlo se esto koriste kao biljezi oksidacijskog stresa/ošteenja i mogu 
biti mjereni u izoliranim tkivima i stanicama, kao i u krvnim frakcijama ili mokrai. Oni 
ukljuuju mjerenje MDA, 4-HNE, izoprostana te mjerenje produkata LPO odreivanjem 











Slika 2. Lipidna peroksidacija.  
Reakciju inicijacije pokree hidroksilni radikal (•OH-), peroksilni radikal (ROO•) ili alkoksilni 
radikal (RO•) djelujui na višestruko nezasiene masne kiseline (LH) pri emu nastaje lipidni 
radikal (L•). Lipidni radikal uslijed rezonancijskog efekta susjednih dvostrukih veza transformira se 
u reaktivni konjugirani dien koji brzo reagira s molekularnim kisikom tvorei tako lipidni peroksilni 
radikal (LOO•). On može ponovno zapoeti lipidnu peroksidaciju reakcijom s drugom LH uz 
vlastitu redukciju u lipidni hidroperoksid (LOOH). Lanana reakcija lipidne peroksidacije dodatno 
se grana u prisutnosti iona prijelaznih metala (npr. Fe2+) pri emu nastaje lipidni alkoksilni radikal 
(LO•) koji u prisutnosti kisika može prijei u epoksi lipidni peroksilni radikal (OLOO•), a koji pak 
može oksidirati sljedeu masnu kiselinu. LO• i OLOO• mogu podlei ß-otkidanju pri emu nastaju 
toksini aldehidi: 4-hidroksi-2-nonenal, malondialdehid i akrolein. Antioksidansi mogu reducirati L• 
u LH ili druge lipidne radikale u lipidni alkohol (LOH). 
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1.2.2.2 Oksidacijsko ošteenje proteina 
 Proteini su naješi cilj oksidacijskog djelovanja ROS-a zbog njihove ukupne koliine 
u biološkim sustavima te se smatra da je 50-75% djelovanja ROS-a usmjereno na proteine 
[36]. Oksidacijsko ošteenje proteina može dovesti do promjene i/ili gubitka njihovih 
bioloških funkcija poput smanjenja ili potpunog gubitka enzimske aktivnosti, poveane 
propusnosti ili nefunkcionalnosti ionskih kanala i transportera te može uzrokovati smanjenu 
topljivost proteina, taloženje i nakupljanje istaloženih proteina unutar stanice. Proteini mogu 
biti modificirani velikim brojem razliitih oksidacijskih reakcija koje ukljuuju oksidaciju 
aminokiselinskih bonih ogranaka ili okosnice polipeptidnog lanca, reoksidaciju disulfidnih 
veza, fragmentaciju polipeptidnih lanaca i nastanak proteinskih karbonila [37]. Priroda 
proteinske modifikacije može dati  podatak o vrsti oksidansa koji je doveo do ošteenja. 
Primjerice, klor-tirozil je specifian biljeg oksidacijskog ošteenja uslijed djelovanja 
hipokloritne kiseline koji upuuje na aktivaciju neutrofila i monocita u oksidacijskom stresu, 
dok nitro-tirozil upuuje na prisutnost poveane sinteze peroksinitrita. Ditirozil je 
najosjetljiviji biljeg oksidacijskog stresa uslijed djelovanja  zraenja, dok se proteinski 
karbonili smatraju biljegom ozbiljnog oksidacijskog ošteenja [38].  
 Proteinski karbonili nastaju uvoenjem karbonilnih skupina u proteine kao posljedica 
djelovanja ROS-a ili reaktivnih aldehida te reaktivnih karbonilnih derivata [39] (Slika 3). 
Ukupnoj karbonilaciji proteina pridonosi razina stvaranja ROS-a, razlika u otpornosti 
pojedinih proteina na oksidacijsko ošteenje te mogunost rješavanja ošteenih proteina 
degradacijom [40]. Umjereno karbonilirani proteini razgrauju se proteolizom, dok se teško 
karbonilirani proteini povezuju meusobno kovalentnim vezama u netopljive proteinske 
agregate otporne na proteoliznu razgradnju.   
 Mjerenje proteinskih karbonilnih derivata (eng. Protein Carbonyl Derivatives, PCD) 
široko je prihvaen biljeg oksidacijskog stresa i oksidacijskog ošteenja proteina zbog 
nastajanja ireverzibilne modifikacije proteina te zbog same veliine nastalih modifikacija koje 










Slika 3. Nastanak proteinskih karbonila. 
Karbonilne skupine nastaju: izravnom oksidacijom izloženih bonih lanaca hidrofilnih 
aminokiselina prolina, arginina, lizina i treonina; oksidacijskom fragmentacijom polipeptidnog 
lanca; djelovanjem reaktivnih aldehida nastalih u procesu lipidne peroksidacije na lizinske, 
histidinske i cisteinske ogranke što rezultira nastajanjem uznapredovalih lipooksidacijskih 
produkata (eng. Advanced Lipooxidation End-Products, ALEs); glikacijom/glikooksidacijom 
amino skupine lizinskih ogranaka pri emu nastaju uznapredovali glikacijski produkti (eng. 
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1.2.2.3 Oksidacijsko ošteenje nukleinskih kiselina 
 Ošteenja nukleinskih kiselina uzorkovana djelovanjem ROS-a povezana su s 
oksidacijom šeernih komponenti te pirimidinskih i purinskih baza koja dovodi do kidanja 
okosnice nukleotidnog lanca (jednostruki lom ili dvostruki lom), otkidanja baza, nastajanja 
mutacija te povezivanja DNA i proteina [43]. Oksidacijskim promjenama izrazito je podložna 
mitohondrijska DNA jer nije zaštiena histonima i nalazi se u okruženju glavnih izvora 
nastajanja ROS-a [44]. Osim izravnog djelovanja, ROS mogu djelovati na DNA posredno, 
djelujui na proteine koji sudjeluju u njezinom popravku. Vrlo esta meta djelovanja ROS-a 
je gvanin, a mjerenje 8-hidroksi-2'-deoksigvanozina (8OHdG) u plazmi ili serumu, mokrai, 
slini te raznim tkivima predstavlja naješe korišten biljeg oksidacijskog ošteenja DNA 
[45,46].    
1.2.3 Antioksidacijska obrana 
 Za uklanjanje/neutralizaciju nastalih ROS-a i odražavanje redoks homeostaze 
odgovorni su antioksidansi. Definiraju se kao tvari koje sprjeavaju oksidacijske procese i 
smanjuju ili onemoguuju oksidaciju supstrata ak i ako su prisutni u znaajno nižim 
koncentracijama od samog supstrata [47]. Veina antioksidansa nastaje u organizmu te se 
nazivaju endogeni antioksidansi, dok se egzogeni antioksidansi unose u organizam putem 
hrane ili kao dodaci prehrani. U egzogene antioksidanse ubrajaju se vitamin E, -karoten 
(prethodnik vitamina A) važni u inhibiciji LPO [33], vitamin C znaajan antioksidans u 
plazmi, kao i likopen iz rajice, flavonoidi iz bobiastog voa te polifenoli iz crnog vina i 
zelenog aja. 
 Najznaajniji endogeni antioksidansi su antioksidacijski enzimi koji ROS odstranjuju 
katalitikim putem, dok neenzimski antioksidansi poput transferina, haptoglobina, 
ceruloplazmina, glutationa, mokrane i lipoine kiseline umanjuju djelotvornost 
prooksidansa, primjerice iona metala, ili pomažu antioksidacijsku regeneraciju. 
Antioksidacijski sustav enzima (Slika 4) vrlo je složen i sastoji se od primarnih 
antioksidacijskih enzima kao što su superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx) 
i katalaza (CAT) te sekundarnih antioksidacijskih enzima kao što su glutation reduktaza (GR), 
tioredoksin reduktaza (TrxR) i glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PD) koji regeneriraju 
antioksidanse ili koenzime antioksidacijskih enzima. 
 





Slika 4. Sustav antioksidacijskih enzima.  
Superoksid dismutaza (SOD) katalizira dismutaciju superoksidnog aniona (O2•-) pri emu nastaje 
stabilan vodikov peroksid (H2O2) koji može reagirati s O2•- ili u Fentonovoj reakciji s ionima 
prijelaznih metala dajui izuzetno štetni hidroksilni radikal (•OH) te može djelovanjem 
mijeloperoksidaze (MPO) prijei u hipokloritnu kiselinu (HOCl). Katalaza (CAT) odstranjuje H2O2 
razgradnjom u vodu i kisik, a glutation peroksidaza (GPx) i peroksiredoksin (Prx) razgradnjom u 
vodu. Glutation reduktaza (GR) i tioredoksin reduktaza (TrxR) reduciraju glutation i tioredoksin 
potreban za reakcije GPx i Prx. 
 
Superoksid dismutaza 
 Superoksid dismutaza predstavlja prvu liniju obrane od visoko reaktivnog 
superoksidnog radikala pretvarajui ga u manje reaktivan H2O2 i kisik. Kod sisavaca postoje 
tri izoforme SOD koje su produkti razliitih gena, ali sve zahtijevaju redoks aktivni prijelazni 
metal u aktivnom centru kako bi postigle katalitiku razgradnju superoksidnog aniona. SOD1 
ili CuZnSOD je dimer koji u aktivnom centru sadrži bakar i cink, primarno smještena u 
citosolu s malom frakcijom u meumembranskom mitohondrijskom prostoru [48]. SOD2 ili 
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MnSOD je tetramer s kofaktorom manganom, smještena u matriksu mitohondrija[49]. SOD3 
ili ekstracelularna SOD (EcSOD) je izvanstanina CuZnSOD, koja se kod ljudi nalazi u 
intersticijskim prostorima tkiva, a ini veinu SOD aktivnosti plazme, limfne i sinovijske 
tekuine [50]. SOD1 i SOD3 su izuzetno osjetljive na inhibiciju cijanidom, a sve tri izoforme 
podliježu inhibiciji od strane svog produkta H2O2. 
Glutation peroksidaza i katalaza 
 Glavnu ulogu u uklanjanju H2O2 imaju glutation peroksidaza i katalaza. Glutation 
peroksidaza je tetramer od etiri podjedinice od kojih svaka sadrži po jedan atom selena u 
obliku selenocisteina koji tvori aktivni centar enzima. Do sada je poznato 8 izoformi GPx, 
razliito rasporeenih po tkivima, a nastalih od razliitih gena. GPx razgrauje najvei dio 
H2O2 u stanici pri fiziološkim uvjetima, ukljuujui i lipidni hidroperoksid te ima važnu ulogu 
pri uklanjanju H2O2 pri niskim razinama. Zapravo, smatra se da ovi enzimi imaju ulogu u 
održavanju odgovarajue fiziološke razine H2O2 koja je važna za održavanje stanine 
signalizacije i funkcioniranje stanica [51]. 
 S druge strane, aktivnost katalaze ima važnu ulogu pri uklanjanju prekomjernih razina 
H2O2 [52] te se katalaza smatra jednim od najdjelotvornijih enzima u uvjetima oksidacijskog 
stresa [53]. Katalaza se sastoji od etiri podjedinice od kojih svaka u aktivnom centru sadrži 
željezo. Poznata su tri izoenzimska oblika (A, B, C) koja nastaju posttranslacijskom 
modifikacijom ishodišnog proteina. U stanici enzim ima najveu koncentraciju u 
peroksisomima, prisutan je u citosolnoj frakciji, a u mitohondrijima je prisutan u malim 
koncentracijama ili ga uope nema. 
 Regulacija antioksidacijskih enzima vrlo je složena i prisutna je na translacijskoj i 
transkripcijskoj razini, kao i na razini same aktivnosti. Uloga sirtuina u regulaciji 
antioksidacijskih enzima opisan je u poglavlju 1.4. 
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1.3 Ronjenje i oksidacijski/antioksidacijski status  
 Dosadašnja istraživanja o utjecaju ronjenja na oksidacijski/antioksidacijski (O/A) 
status jesu malobrojna te su provedena na profesionalnim roniocima. Najvei broj radova 
potjee od grupe španjolskih istraživaa meu kojima se istiu imena Ferrer i Sureda, kao 
glavnih autora. Njihovi su radovi obuhvatili promjene O/A statusa u razliitim krvnim 
frakcijama, premda su istraživanja provedena na svega dva zarona. Rad spomenutih autora, 
objavljen 2007. godine, ispitivao je promjene O/A statusa u limfocitima kod 7 ronilaca nakon 
ronjenja s komprimiranim zrakom na 40 metara dubine u trajanju od 25 minuta te promjene 
nakon hiperbarine oksigenacije (HBO) kod 12 fiziki aktivnih muškaraca koji su u komori 
disali 100%-tni kisik pod tlakom od 2,2 ATA (222,9 kPa) tijekom 60 minuta [31]. Rezultati 
su pokazali da hiperoksija koja prati HBO i ronjenje dovodi do porasta limfocitne produkcije 
H2O2 i aktivnosti GPx, dok je porast limfocitne razine nitrita i aktivnosti katalaze zabilježen 
samo nakon ronjenja.  
 Radom iz 2008. godine, u kojem su praene promjene O/A statusa u plazmi i 
eritrocitima, pokazano je da ronjenje na 40 metara dubine ne dovodi do promjena biljega 
oksidacijskog ošteenja lipida (mjerenih kolorimetrijskim odreivanjem MDA), proteina 
(mjerenih odreivanjem PCD-a) te MDA-proteinskih adukata (mjerenih ELISA metodom) ni 
u plazmi ni u eritrocitima, dok je zabilježeno poveanje razine nitrita u plazmi i eritrocitima, 
kao i u prethodnom radu kod limfocita, te porast aktivnosti katalaze i SOD, ali samo u plazmi, 
a ne i u eritrocitima [54]. 
 Ista grupa autora nakon još jednog istraživanja na 9 ronilaca koji su ronili s 
komprimiranim zrakom na 50 metara dubine u trajanju od 35 minuta pratila je promjene O/A 
statusa u plazmi [55] i neutrofilnim granulocitima [56]. Promjene O/A statusa u plazmi 
pokazale su porast biljega oksidacijskog ošteenja lipida (mjerenih kolorimetrijskim 
odreivanjem MDA) i DNA (mjerenih odreivanjem 8OHdG), razine nitrita, porast aktivnosti 
katalaze, SOD i MPO aktivnosti te proteinske ekspresije SOD i MPO [55]. S druge strane, 
rezultati istraživanja u neutrofilnim granulocitima pokazali su da ronjenje na 50 metara 
dubine ne uzrokuje promjenu MDA u neutrofilima, ali uzrokuje porast razine nitrita i 
nitrotirozina, biljega oksidacijskog ošteenja proteina [56].  
 Veliki broj istraživanja o utjecaju ronjenja s razliitim plinskim smjesama na kardio-
vaskularne promjene proveli su Duji i suradnici. U jednom od njihovih istraživanja, 
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provedenom na 7 ronilaca, pokazan je porast razine lipidne peroksidacije (mjerene TBARS 
metodom) nakon šest uzastopnih trimix ronjenja na 55 do 80 metara dubine [57]. Ista grupa 
autora pokazala je da antioksidacijska suplementacija smanjuje endotelnu disfunkciju koja se 
opaža nakon ronjenja, meutim, biljezi O/A statusa nisu mjereni u ovim istraživanjima 
[58,59]. 
 Morabito i suradnici proveli su istraživanje na 6 ronilaca kod razliitih protokola 
ronjenja u kojima su ispitivali utjecaj disanja 100%-tnog kisika pri razliitom tlaku odnosno 
dubinama (0, 6 i 12 metara), prije zarona s komprimiranim zrakom na 30 metara u trajanju od 
25 minuta [60]. Ovo istraživanje nije pokazalo porast limfocitne H2O2 produkcije, što je u 
suprotnosti s navedenim rezultatima Ferrera i suradnika, dok je porast aktivnosti limfocitne 
katalaze bio zabilježen nakon svih protokola ronjenja. 
 Prvo vee istraživanje o utjecaju ronjenja na O/A status proveli su Radojevi-Popovi 
i suradnici. Istraživanje je obuhvatilo 32 policijska ronioca koji su s komprimiranim zrakom 
ronili na dubinu od 30 metara u trajanju od 30 minuta, a rezultati su pokazali porast TBARS i 
nitritne razine u plazmi, dok plazmatski porast H2O2 i O2•- nije bio zabilježen [61]. Navedeno 
istraživanje nije pokazalo promjene aktivnosti katalaze i SOD koje su praene u eritrocitima, 
što je u skladu s prethodnim rezultatima Surede i suradnika koji su promjene aktivnosti ovih 
enzima zamijetili samo u plazmi, ali ne i u eritrocitima. Meutim, drugo istraživanje istih 
autora, provedeno na 10 policijskih ronilaca, na istoj dubini i s istim trajanjem zarona 
pokazalo je nešto drugaije rezultate, a razlike su autori pripisali redovitom treningu odnosno 
uvježbanosti ronilaca [62]. Nakon ovog zarona koje je provedeno tijekom redovitih ronilakih 
treninga, TBARS vrijednosti u plazmi ostale su nepromijenjene, a uoen je porast 
plazmatskog H2O2 i O2•-. Kao i u prethodnom istraživanju, u ovom istraživanju promjene 
aktivnosti eritrocitne katalaze i SOD nisu opažene. 
 Ukupno gledajui navedena istraživanja, jasno je da razliite vrste uzorka, odabrani 
biljezi O/A statusa, razliite metode te uvježbanost ronilaca utjeu na interpretaciju rezultata 
istraživanja. Premda nove spoznaje u razliitim frakcijama krvi donose nova otkria, 
smjernice koje bi preporuile vrste uzorka, kao i standardizirane metode mogle bi biti korisne 
za praenje promjena O/A statusa.   
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1.4 Uloga SIRT1 i SIRT3 u oksidacijskom stresu  
1.4.1 Sirtuini 
 Sirtuini su evolucijski visoko ouvani proteini koji se nalaze u svim oblicima života 
od prokariota do eukariota. Prvi poznati sirtuin, Sir2 (eng. Silent Information Regulator Two) 
otkriven je u kvascima Saccharomyces cerevisiae kao tihi regulator utišavanja gena, 
popravaka DNA, stabilnosti kromosoma i molekularnih procesa povezanih sa starenjem [63]. 
Kod sisavaca, do sada je otkriveno sedam proteina homolognih sa Sir2 koji su nazvani sirtuini 
(eng. Sirtuins, SIRTs) (Slika 5).  
 Sirtuini pripadaju klasi III histon deacetilaza (HDAC) ije je obilježje ovisnost 
katalitike aktivnosti o NAD+-u. Katalitika domena, koja je zajednika svim lanovima ove 
obitelji, sastoji se od 275 aminokiselina i može djelovati kao NAD+ ovisna deacetilaza (DAC) 
i/ili ADP-ribozil transferaza (ART). Dok je primarna aktivnost veine sirtuina uloga 
deacetilaze, glavna aktivnost SIRT4 jest uloga ADP-ribozil transferaze, koju takoer 
posjeduje i SIRT6 [64]. Za SIRT5, osim aktivnosti deacetilaze, karakteristino je da može 
demalonirati i desukcinirati proteine [65]. Istraživanja su pokazala da sirtuini kod sisavaca 
imaju svoju lokalizaciju unutar stanice. SIRT1, SIRT6 i SIRT7 smatraju se nuklearnim 
proteinima, SIRT2 se nalazi uglavnom u citoplazmi gdje je njegov glavni supstrat -tubulin 




 Slika 5. 	lanovi obitelji sirtuina. DAC - deacetilaza, ART - ADP-ribozil transferaza.  
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 Sirtuini imaju ulogu u mnogim posttranslacijskim modifikacijama koje dovode do 
promjena katalitike aktivnosti, stabilnosti i sposobnosti vezanja na druge proteine te u 
staninoj signalizaciji i transkripcijskom reguliranju ekspresije gena. Time sudjeluju u 
razliitim staninim procesima kao što su popravak DNA, stabilnost genoma, apoptoza, 
upalni odgovor, regulacija staninog ciklusa i mitohondrijske funkcije te antioksidacijske 
obrane.   
 Veliki interes za sirtuine zapravo je potaknut njihovom ulogom u blagotvornim 
uincima energijske ili kalorijske restrikcije (eng. Calorie Restriction, CR) povezanih s 
produženjem životnog vijeka. Naime, brojna istraživanja pokazala su da CR promie 
produljenje životnog vijeka do 50% kod mnogih organizama ukljuujui kvasce, crve, muhe i 
miševe [67] te da CR može potaknuti aktivnost gotovo svih sirtuina, osim aktivnosti SIRT4 
[68]. Uinak CR na aktivnost sirtuina posredovan je velikim dijelom dostupnošu NAD+, ija 
se razina tijekom CR poveava [69]. Meutim, pokazalo se takoer, da CR može poveati 
proteinsku ekspresiju SIRT1, SIRT2, SIRT3 i SIRT5 [70-72]. Molekularni mehanizmi 
utjecaja CR i sirtuina na produženje životnog vijeka još uvijek nisu jasni, ali se smatra da su 
povezani sa smanjenom produkcijom ROS-a, jaanjem antioksidacijske obrane kao i 
smanjenjem težine metabolikih poremeaja povezanih sa starenjem [72,73]. Identifikacija 
lijekova ili nutrijenata koji mogu poveati aktivnost sirtuina i imitirati utjecaj CR predstavlja 
se kao obeavajua strategija u ublažavanju bolesti povezanih s nakupljanjem ROS-a i 
starenjem [5]. Predlaže se i praenje promjene razine aktivnosti sirtuina u krvi kao 
dijagnostikog biljega za procjenu slabosti i sklonosti razvoju bolesti [74]. 
 Dok je utjecaj sirtuina na produženje životnog vijeka još uvijek tema mnogih 
istraživanja i znanstvenih rasprava, korisni uinci sirtuina u pogledu ljudskog zdravlja i 
kvalitete starenja naširoko su prihvaeni [64,68,75]. Osim CR, pokazano je da redovita fizika 
aktivnost može utjecati na aktivnost ukupnih sirtuina te da se njihova aktivnost mijenja sa 
životnom dobi [76]. Zbog uloge SIRT1 i SIRT3 u antioksidacijskom odgovoru te uloge 
SIRT3 u regulaciji mitohondrijskog energijskog metabolizma, poseban interes u 
adaptacijskom odgovoru na fiziku aktivnost usmjeren je na  SIRT1 i SIRT3 lanove obitelji 
sirtuina [77].   
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1.4.2 Sirtuin 1 
 SIRT1 je najviše istraživan lan obitelji sirtuina koji zajedno sa SIRT3 ima važnu 
ulogu u odgovoru na oksidacijski stres. Gen koji kodira SIRT1 protein kod ljudi se nalazi na 
10. kromosomu, a SIRT1 protein eksprimira se u širokom rasponu tkiva i organa. Premda je 
najveim dijelom smješten u jezgri, kod nekih je stanica pronaen i u citosolu [78]. 
Posljednjih desetljea otkrivene su brojne mete SIRT1, kao i znaaj njegove deacetilacijske 
uloge u mnogim fiziološkim i patološkim procesima (Tablica 2). 
 Uloga SIRT1 u odgovoru na oksidacijski stres povezana je s njegovim djelovanjem na  
transkripcijske faktore FOXO3a (eng. Forkhead box O3a) i p53. Deacetilacijom FOXO3a, 
SIRT1 inducira prijepis gena SOD2 i CAT, dok deacetilacijom p53 aktivira prijepis gena 
SOD2 i GPx1 [3,101]. Još jedna potencijalna redoks meta SIRT1 jest PGC1 (eng. 
Peroxisome proliferation-activated receptor Gamma Coactivator-1) koji je ukljuen u 
regulaciju ekspresije gena SOD2 [102].  
 Smatra se da blagi uvjeti oksidacijskog stresa induciraju ekspresiju gena SIRT1, 
mijenjaju njegovu aktivnost na proteinskoj razini i time utjeu na njegove redoks mete koje su 
ukljuene u prijepis gena koji kodiraju za antioksidacijske enzime [3,101]. S druge strane, 
pokazalo se da visoke razine H2O2 dovode do inaktivacije SIRT1 te njegove razgradnje [103] 
koja vodi aktiviranju FOXO3a i p53 posredovane apoptoze [104,105]. Ovim mehanizmima 
SIRT1 je predstavljen kao redoks senzor razine oksidacijskog stresa, koji ovisno o razinama 
ROS-a može potaknuti protektivne antioksidacijske odgovore ili mehanizme apoptoze. 
 Istraživanja su pokazala da se razina i aktivnost SIRT1 smanjuju sa starenjem 
[106,107], da pušenje utjee na degradaciju SIRT1 [108] te da su polifenoli moni modulatori 
SIRT1 aktivnosti [109]. Resveratrol (polifenol, naroito zastupljen u crnom vinu), CR i 
redovita tjelovježba smatraju se prirodnim aktivatorima SIRT1 koji utjeu na njegovo 
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Tablica 2. Neke od SIRT1 staninih meta i znaaj SIRT1 deacetilacije. 





Preoblikovanje kromatina i regulacija ekspresije gena [79] 
p53 Regulacija apoptoze i antioksidacijskog odgovora [3,80,81] 




Regulacija homeostaze glukoze i angiogeneze [83,84] 
Regulacija apoptoze i antioksidacijskog odgovora [85] 
Povezano s ulogom deacetilacije FOXO3a [86,87] 
NF





Indukcija glukoneogeneze, ß-oksidacije masnih kiselina i mitohondrijske biogeneze  
[89] 
Inhibicija lipogeneze, poticanje lipolize [90] 
Indukcija ß-oksidacije masnih kiselina tijekom kalorijske restrikcije [91] 
UCP2 Sekrecija inzulina  poboljšanje funkcije gušterae [92] 
eNOS Suzbijanje upale, vazodilatacija [93] 
LXRs 
SREBP1 
Smanjenje triglicerida i LDL kolesterola, poveanje HDL kolesterola [94]  
Redukcija sinteze triglicerida i odlaganja masti u jetri [95] 





	išenje stanica aktivacijom autofaga koji razgrauju i recikliraju ošteene i 
nefunkcionalne makromolekule i stanine komponente - tumor supresor [97,98] 
c-Myc Aktivacija/inhibicija staninog rasta i transformacije, uloga SIRT1 kao tumor 
supresora ili promotora ? [99] 
HIF-1 Smanjenje HIF-1 transkripcijske aktivnosti kojom se sprjeava poveana isporuka 
kisika u hipoksinoj regiji - tumor supresor [100] 
FOXO (eng. Forkhead box class O), NF
B (eng. Nuclear Factor-B), PGC-1 (eng. Peroxisome proliferation-
activated receptor Gamma Coactivator-1), PPAR (eng. Peroxisome Proliferation-Activated Receptor), UCP2 
(eng. Uncoupling Protein Gene 2), eNOS - endotelna sintaza dušikovog oksida (eng. endothelial Nitric Oxide 
Synthase), LXR (eng. Liver X Receptors), SREBP1 (eng. Sterol Regulatory Element Binding Protein 1), CLOCK 
(eng. Circadian Locomotor Output Cycles Kaput), Atg (eng. Autophagy-related proteins), HIF-1 (eng. 
Hypoxia-Inducible Factor 1).   
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1.4.3 Sirtuin 3 
 SIRT3 je jedini sirtuin za kojeg su istraživanja pokazala da su odreeni polimorfizmi u 
njegovom genu povezani s dužim životnim vijekom kod ljudi [110-112]. Ljudski SIRT3 
postoji u dvije izoforme; duža izoforma (44 kDa) koja nastaje prijepisom gena na 11. 
kromosomu i kratka izoforma (29 kDa) koja nastaje nakon unosa u mitohondrij i djelovanja 
mitohondrijske matriksne peptidaze. Premda se smatralo da samo kraa izoforma u 
mitohondriju ima aktivnost deacetilaze, istraživanja su pokazala da i duža izoforma koja se 
može nai u jezgri i citoplazmi takoer može djelovati kao aktivni enzim odnosno deacetilaza 
[113,114]. SIRT3 se nalazi u razliitim tkivima i organima, a naroito je zastupljen u 
organima i tkivima s intenzivnim metabolizmom kao što su srce, mišii, mozak, jetra i masno 
tkivo [115]. 
 SIRT3 je glavna mitohondrijska deacetilaza koja djelujui na svoje brojne mete igra 
važnu ulogu u regulaciji mitohondrijskog energijskog metabolizma i redoks homeostaze 
(Tablica 3). Djelujui na metabolike puteve u mitohondrijima, koji ukljuuju Krebsov ciklus, 
respiratorni lanac prijenosa elektrona i oksidaciju masnih kiselina, SIRT3 utjee na 
proizvodnju ATP-a, a s druge strane njegova uloga u održavanju redoks homeostaze 
omoguuje neutralizaciju prekomjerne produkcije ROS-a. Uloga SIRT3 u oksidacijskom 
stresu povezana je izravno s aktivacijom SOD2, koju deacetilira i tako promie njenu 
aktivnost [119]. S druge strane, djelujui na izocitrat dehidrogenazu 2 (IDH2) i glutamat 
dehidrogenazu (GDH) osigurava dostupnost NADPH, potrebnu za regeneraciju glutationa 
[120]. Osim toga, SIRT3 djelujui na FOXO3a može utjecati na ekspresiju gena SOD2 i CAT 
[122].  
 Istraživanja su pokazala da se aktivnost SIRT3 smanjuje sa starenjem [129], u 
uvjetima prehrane bogatom masnoama te u stanjima poput dijabetesa [130], dok se poveava 
kao odgovor na CR i tjelovježbu [131]. Opaženo je takoer, da izlaganje hladnoi može 
poveati ekspresiju gena SIRT3 u smeem masnom tkivu [132]. Zbog povezanosti pada 
mitohondrijskog energijskog metabolizma s dobi, kao i povezanosti prekomjernog stvaranja 
ROS-a s mnogim bolestima te procesom starenja, fiziološka ili farmakološka aktivacija 
SIRT3 predstavlja obeavajuu strategiju u ublažavanju (pato)fizioloških procesa povezanih 
sa starenjem. 
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Tablica 3. Neke od SIRT3 staninih meta i znaaj SIRT3 deacetilacije. 
SIRT3 mete Znaaj SIRT3 deacetilacije 
AceCS2 Poveanje dostupnosti acetil-CoA za ciklus trikarboksilnih kiselina, sintezu masnih 
kiselina, kolesterola [116] 




Poveanje uinkovitosti elektronskog transporta, što umanjuje prekomjernu 
produkciju ROS-a [117] 
Regulacija ATP sinteze i mitohondrijskog energijskog metabolizma [118] 
 
SOD2 Poveanje SOD2 aktivnosti [119] 
GDH Produkcijom -ketoglutarata tijekom niskog unosa glukoze u stanicu (kalorijska 
restrikcija, dijabetes) utjee na produkciju ATP-a, a regeneracijom NADPH utjee na 
regeneraciju oksidiranog glutationa [120] 
IDH2 Regeneracijom NADPH utjee na regeneraciju oksidiranog glutationa [120] 
SDH Regulacija ciklusa trikarboksilnih kiselina [121] 
FOXO3a Regulacija antioksidacijskog odgovora [122] 
p53 Zaustavljanje p53 induciranog staninog rasta tumora - tumor supresor [123] 
Ku70 Sprjeavanje Bax-posredovane apoptoze - otpornost na oksidacijski stres [113] 
Cyp D Usporavanje pada mitohondrijske funkcije povezane sa starošu [124] 
HIF-1 Smanjenje HIF-1 transkripcijske aktivnosti te time sprjeavanje angiogeneze i 
poveane isporuke kisika u hipoksinoj regiji - tumor supresor [125] 
LCAD Oksidacija masnih kiselina [126] 
LDH A Promicanje anaerobne glikolize [127] 
HMGCS2 Produkcijom ketona tijekom niskih vrijednosti glukoze (kalorijska restrikcija, 
dijabetes) utjee na produkciju ATP-a [128] 
AceCS2 - acetil-CoA sintetaza 2, SOD2 - superoksid dismutaza 2, GDH - glutamat dehidrogenaza, IDH2 - 
izocitrat dehidrogenaza 2, SDH - sukcinat dehidrogenaza, FOXO3a (eng. Forkhead box class O3a), CypD - 
ciklofilin D, HIF-1 (eng. Hypoxia-Inducible Factor 1), LCAD - acil-CoA dehidrogenaza dugih lanaca, LDH A 
- laktat dehidrogenaza A, HMGCS2 - 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA sintaza 2. 
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1.5 Svrha i ciljevi rada 
 Zahtjevna fizika aktivnost tijekom ronjenja s komprimiranim zrakom, kao i izlaganje 
hiperoksiji koja nastaje zbog disanja kisika pod povišenim tlakom utjeu na poveano 
stvaranje ROS-a tijekom ronjenja. Poveano stvaranje ROS-a može voditi oksidacijskom 
stresu i porastu oksidacijskog ošteenja staninih komponenti kao što su lipidi, proteini i 
DNA. S druge strane konstantno, blago poveanje ROS-a može dovesti do adaptacijskih 
odgovora organizma i uinaka hormeze koji ukljuuju ne samo porast antioksidacijske obrane 
ve i aktivaciju mnogih signalnih puteva i metabolikih procesa.  
 Svrha je ovog rada pridonijeti razumijevanju utjecaja poveane produkcije ROS-a na 
mehanizme antioksidacijske obrane, kao i ostale adaptacijske i fiziološke odgovore organizma 
povezane s ulogom SIRT1 i SIRT3. 
 Glavni je cilj ovog istraživanja bio ispitati promjene oksidacijskog/antioksidacijskog 
statusa i ekspresije gena SIRT1 i SIRT3 nakon zarona s komprimiranim zrakom, kod 
rekreacijskih ronilaca koji nisu ronili tijekom zimskog razdoblja. Kako bi se ostvario zadani 
cilj provedeni su sljedei postupci: 
• organiziran je eksperimentalni zaron na dubinu do 30 metara u kojem su sudjelovali 
rekreacijski ronioci koji nisu ronili tijekom zimskog razdoblja 
• uzorci krvi prikupljeni su u etiri vremenske toke, neposredno prije i nakon 
eksperimentalnog zarona te 3 i 6 sati nakon ronjenja  
• praene su promjene broja krvnih stanica i ostalih parametara kompletne krvne slike 
• iz uzoraka krvi izdvojena je plazma i izolirani su eritrociti i mononuklearne stanice 
• praeni su biljezi oksidacijskog ošteenja proteina i lipida u lizatima eritrocita i u 
plazmi  
• praene su aktivnosti antioksidacijskih enzima; katalaze, SOD1, SOD2 i ukupne SOD 
u mononuklearnim stanicama krvi 
• praena je ekspresija gena CAT, SOD1 i SOD2 te SIRT1 i SIRT3 u mononuklearnim 
stanicama krvi 
• ispitana je povezanost promjena genskih ekspresija sirtuina i antioksidacijskih enzima 
te povezanost rezultata sa životnom dobi ispitanika.  
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 Istraživanja (pato)fizioloških odgovora ljudskog tijela na promjene koje su prisutne 
tijekom ronjenja mogu imati kljunu ulogu u daljnjem razvoju ronilakih protokola koji bi 
trebali pratiti širenje ove sportske i rekreacijske aktivnosti te u razumijevanju štetnih i 
protektivnih uinaka ROS-a koji nastaju tijekom ronjenja. Budui da mnogi rekreacijski 
ronioci ne prakticiraju redovito ronjenje, primjerice tijekom zimskog razdoblja, osobit znaaj 
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U radu su korišteni sljedei materijali. 
Kemikalije 
• Agens (smola) za uklanjanje lipida (Sigma) 
• Bradfordov reagens (Sigma) 
• Bromfenol plavo (Sigma) 
• -merkaptoetanol (Sigma) 
• Etanol, 96%-tni (Kemika) 
• Etanol, 99,9%-tni (Sigma) 
• Etilen-diamin-tetraoctena kiselina, EDTA (Sigma) 
• Fiziološka otopina (Braun) 
• Formaldehid (Sigma) 
• Formamid (Sigma) 
• Fosfatni pufer, PBS, pH 7,4 
• GelRed otopina za bojanje nukleinskih kiselina (Olerup SSP) 
• Glicerol (Sigma) 
• Histopaque-1077 (Sigma)  
• Inhibitor proteaza koktel tablete (Roche Diagnostics) 
• Kalijev cijanid, KCN (Kemika) 
• Kalijev hidrogenfosfat, KH2PO4 (Sigma) 
• Kalijev klorid, KCl (Sigma) 
• Kloridna kiselina, HCl, 99-100%-tna (Kemika) 
• Mlijeko u prahu (Roth)  
• Morfolinpropansulfonska kiselina, MOPS (Sigma) 
• N-butanol (Kemika)  
• Natrijev acetat (Sigma) 
• Natrijev dodecilsulfat, SDS (Sigma) 
• Natrijev hidrogenfosfat, Na2HPO4 (Sigma) 
• Natrijev hidroksid, NaOH (Kemika) 
• Natrijev klorid, NaCl (Sigma) 
• Octena kiselina, 99-100%-tna (Kemika) 
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• Trifluoroctena kiselina, TFA, 99-100%-tna (Sigma) 
• Tween®20 (Roth) 
• Vodikov peroksid, H2O2, 30%-tni (Sigma) 
• 1,1,3,3-tetrametoksipropan, TMP (Sigma) 
• 2- tiobarbiturna kiselina, TBA, 98-100%-tna (Sigma) 
• 2,4-dinitrofenilhidrazin, DNPH (Sigma) 
• 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin, TMB (ThermoFisher Scientific)  
Komercijalni kompleti („kitovi“)  
• RANSOD antioxidant kit (Randox) 
• Illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare) 
• High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) 
Protutijela 
• Zeje poliklonsko protutijelo razvijeno naspram DNPH (Sigma)   
• Kozje poliklonsko protutijelo konjugirano s peroksidazom iz hrena (eng. Horseradish 
Peroxidase, HRP) razvijeno naspram zejeg IgG (imunoglobulin G) protutijela 















 U istraživanje je bilo ukljueno 17 rekreacijskih ronilaca, muškog spola koji nisu 
ronili tijekom zimskog razdoblja (najmanje 5 mjeseci). Ispitanici su upoznati sa svrhom i 
tijekom istraživanja te im je objašnjen plan eksperimentalnog zarona i važnost pridržavanja 
protokola ronjenja. Istraživanje je provedeno u skladu s Helsinškom deklaracijom i svi 
ispitanici su potpisali informirani pristanak. Istraživanje je odobreno od Etikog povjerenstva 
Ope bolnice Dubrovnik (broj odobrenja 01-355/4-3-14 od 13. lipnja 2014.) i Povjerenstva za 
etinost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveuilišta u Zagrebu 
(broj odobrenja 643-03/14-01/04 od 18. srpnja 2014.) 
Kriteriji ukljuenja u istraživanje obuhvaali su: 
• ne prakticiranje ronjenja tijekom zimskog razdoblja (najmanje 5 mjeseci) 
• važea medicinska potvrda za ronjenje 
• indeks tjelesne mase (eng. Body Mass Index, BMI) od 20 kg/m2 do 30 kg/m2 
• ne uzimanje antioksidacijske suplementacije i dodataka prehrani unutar 2 mjeseca 
prije ulaska u istraživanje 
• ne uzimanje nikakvih lijekova 7 dana prije istraživanja 
• suzdržavanje od vježbanja 48 sati prije istraživanja 
• ne uzimanje alkohola 48 sati prije istraživanja 
Kriteriji iskljuenja u istraživanje bili su: 
• profesionalno bavljenje sportom 
• pušenje 
• postojanje povijesti kronine bolesti ili bilo koje kliniki znaajne bolesti unutar 3 
mjeseca prije ulaska u istraživanje koja bi mogla utjecati na sigurnost ispitanika ili 
tumaenje rezultata 
• smanjeni unos kalorija i gubitak težine tijekom 30 dana prije ulaska u istraživanje 
• bilo kakvi znakovi dekompresijske bolesti (blaži ili teži)  
• kliniki znaajno odstupanje u laboratorijskim pretragama 
 Zdravstveni status ispitanika bio je ispitan sistematskim pregledom u Poliklinici za 
baromedicinu i medicinu rada Oxy, u Dubrovniku. Sistematski pregled je ukljuivao uzimanje 
detaljne anamneze, antropometrijska mjerenja, mjerenja krvnog tlaka i sljedee laboratorijske 
pretrage: kompletna krvna slika (KKS), bilirubin, alkalna fosfataza (AP), gama-
      2 MATERIJALI I METODE
 34 

glutamiltransferaza (GGT), aspartat-aminotransferaza (AST), alanin-aminotransferaza (ALT), 
kreatin-kinaza (CK), laktat-dehidrogenaza (LDH), amilaza, C-reaktivni protein (CRP), ukupni 
proteini, ureja, kreatinin, urati, glukoza, kolesterol, trigliceridi, kalij, natrij, kloridi. 
Antropometrijski podaci ispitanika i dob ispitanika prikazani su u Tablici 4.  
 
Tablica 4. Antropometrijski podaci i dob ispitanika. 
 
2.2.1 Eksperimentalni zaron  
 Eksperimentalni zaron bio je proveden 30. travnja 2016. na morskoj obali u 
Dubrovniku. Temperatura zraka tijekom provoenja istraživanja kretala se izmeu 16 i 20°C, 
a temperatura mora bila je 16°C na površini mora i 14°C na 30 metara dubine. Ronioci su bili 
opremljeni ronilakom opremom koja se sastojala od mokrih ronilakih odjela i opreme za 
disanje otvorenog kruga (SCUBA oprema). Za disanje je korišten komprimirani zrak. Ronioci 
su ronili u skupini do 30 metara dubine, a vraanje na površinu je provedeno postupno bez 
dekompresijskog zaustavljanja. Zaron je trajao 30 minuta i svih 17 ispitanika uspješno je 
završilo planirani zaron. Nakon izrona ispitanike je pregledao lijenik, specijalist za 
baromedicinu i pomorsku medicinu i nitko od ronilaca nije imao simptome dekompresijske 
bolesti. Profil zarona preuzet je s ronilakih raunala u svrhu analize dubine i trajanja zarona, 
kao i temperature mora (Slika 6). 




Slika 6. Profil zarona preuzet s ronilakog raunala. 
 
2.2.2 Uzimanje uzoraka krvi 
 Uzimanje uzoraka krvi u etiri vremenske toke bilo je provedeno: neposredno prije 
izvoenja zarona, izmeu 9:15 i 9:45 (t0); neposredno nakon ronjenja, izmeu 10:45 i 11:15 
(t1); 3 sata nakon ronjenja, izmeu 13:45 i 14:15 (t2); te 6 sati nakon ronjenja, izmeu 16:45 i 
17:15 (t3). U svim vremenskim tokama uzeto je po 18 mL venske krvi izravno u vakuum 
epruvete s K2EDTA kao antikoagulansom (Vacuette, Greiner Bio-One GmbH). Krv je 
prikupljena u tri epruvete od 6 mL i jednu epruvetu od 2 mL. Vaenje krvi provedeno je u 
sjedeem položaju od strane strunog osoblja i prema nacionalnim preporukama za 
uzorkovanje venske krvi [133]. Svi uzorci dopremljeni su na obradu u Odjel za laboratorijsku 
dijagnostiku Ope bolnice Dubrovnik unutar 30 minuta od vaenja krvi. 




2.3.1 Odreivanje parametara kompletne krvne slike 
 Parametri kompletne krvne slike (KKS) analizirani su unutar sat vremena od vaenja 
krvi na hematološkom brojau Cell Dyn Ruby (Abbott, Illinois, SAD). Odreeni su sljedei 
hematološki parametri: broj leukocita, neutrofila, limfocita, monocita, bazofila i eozinofila, 
broj eritrocita, hemoglobin, hematokrit, prosjeni volumen eritrocita (eng. Mean Corpuscular 
Volume, MCV), prosjena koliina hemoglobina u eritrocitu (eng. Mean Corpuscular 
Hemoglobin, MCH), prosjena koncentracija hemoglobina u eritrocitu (eng. Mean 
Corpuscular Hemoglobin Concentration, MCHC), raspodjela eritrocita po volumenu (eng. 
Red blood cell Distribution Width, RDW) te broj trombocita i prosjeni volumen trombocita 
(eng. Mean Platelet Volume, MPV). Kontrola kvalitete provedena je korištenjem kontrolnog 
materijala proizvoaa hematološkog brojaa (Cell-Dyn 26 Plus Control, Abbott, Wiesbaden, 
Njemaka). 
2.3.2 Izdvajanje plazme i priprema hemolizata eritrocita 
 Epruvete od 2 mL centrifugirane su 10 minuta pri 2200 g, neposredno nakon dostave 
uzoraka. Izdvojena plazma vizualno je pregledana i odmah pohranjena u dva alikvota na         
-80°C. U niti jednom uzorku nije zabilježena hemoliza ni lipemija. Preostali talog krvnih 
stanica ispiran je tri puta dodavanjem fiziološke otopine i centrifugiranjem 10 minuta pri 2200 
g. Proišeni eritrociti su rekonstituirani i hemolizirani ledenom destiliranom vodom u istom 
volumenu kao što su se nalazili u plazmi. Mjerenje koncentracije hemoglobina u lizatima 
eritrocita vršeno je na hematološkom brojau Cell Dyn 1800 (Abbott, Illinois, SAD), lizat 
eritrocita podijeljen je u dva alikvota i pohranjen na -80°C. 
2.3.3 Izolacija mononuklearnih stanica periferne krvi  
 Postupak izolacije mononuklearnih stanica periferne krvi (eng. Peripheral Blood 
Mononuclear Cells, PBMCs) obavljen je izmeu jedan i dva sata od uzorkovanja krvi 
separacijskom tehnikom u gradijentu gustoe. Korištene su Leucosep™ epruvete od 50 mL sa 
separacijskom barijerom (Vacuette, Greiner Bio-One GmbH), a kao separacijski medij 
Histopaque-1077. Leucosep™ epruvete pripremljene su sukladno uputama proizvoaa; 
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dodavanjem 15 mL Histopaque-1077 i centrifugiranjem 30 sekundi pri 1000 g pri emu se 
separacijski medij locirao ispod barijere. Krv iz epruveta s K2EDTA (18 mL) razrijeena je s 
PBS-om u omjeru 1:1, dodana u Leucosep™ epruvete te centrifugirana 15 minuta pri 1000 g s 
iskljuenom konicom. Bijeli prsten mononuklearnih stanica prikupljen je u sterilnu epruvetu, 
a zatim tri puta ispiran dodavanjem PBS-a te centrifugiranjem 10 minuta pri 300 g. Broj 
mononuklearnih stanica odreen je na hematološkom brojau Cell Dyn Ruby (Abbott, 
Illinois, SAD). Mononuklearne stanice podijeljene su u dva alikvota: za analizu genske 
ekspresije (~107 izoliranih mononuklearnih stanica) i za analizu aktivnosti antioksidacijskih 
enzima (preostale mononuklearne stanice).  
 U ~107 izoliranih mononuklearnih stanica dodano je 500 µL RNAspin otopine za lizu 
stanica, iz komercijalnog paketa za izolaciju RNA (Illustra RNAspin Mini RNA Isolation 
Kit), u koju je dodano 7 µL -merkaptoetanola te je uzorak snažno vorteksiran i pohranjen na 
-80°C. Talog za odreivanje antioksidacijskih enzima otopljen je u 400 L PBS-a s 
inhibitorom proteaza (1 tableta na 5 mL PBS-a) te podijeljen u dva alikvota i pohranjen na      
-80°C.  
 Uzorci plazme, eritrocita i mononuklearnih stanica za odreivanje antioksidacijskih 
enzima dostavljeni su na suhom ledu u Laboratorij za mitohondrijsku bioenergetiku i 
dijabetes Zavoda za molekularnu medicinu Instituta Ruer Boškovi, a uzorci 
mononuklearnih stanica za izolaciju RNA u Zavod za biokemiju i molekularnu biologiju 
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveuilišta u Zagrebu.  
2.3.4 Odreivanje biljega oksidacijskog ošteenja 
 U uzorcima eritrocita i plazme ispitan je utjecaj ronjenja na oksidacijsko ošteenje 
proteina i lipida. Nakon odmrzavanja, uzorci eritrocita i plazme sonificirani su etiri puta po 
15 sekundi korištenjem Potter-Elvehjem homogenizatora (Braun, Biotech, Int., Njemaka) te 
potom centrifugirani 10 minuta pri 3000 g. U supernatantu uzoraka odreeni su proteinski 
karbonili mjerenjem proteinskih karbonilnih derivata i produkti lipidne peroksidacije 
mjerenjem koncentracije TBARS-a. 
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2.3.4.1 Odreivanje proteinskih karbonila 
 Proteinski karbonili u uzorcima plazme i lizatima eritrocita odreeni su prema metodi 
Vidovi i suradnika [134] koja se temelji na ELISA testu (eng. Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) - enzimskoj imunodetekciji i kvantifikaciji proteinskih karbonilnih 
derivata nastalih derivatizacijom karbonilnih skupina proteina s 2,4-dinitrofenilhidrazinom 
(DNPH). Detaljnije, u uzorke je dodano 0,1 mg/1 mL uzorka silikatne smole za uklanjanje 
lipida te su uzorci inkubirani 60 minuta na rotirajuoj miješalici pri sobnoj temperaturi. 
Suspenzija je zatim centrifugirana 20 minuta pri 1000 g te je iz odvojenog supernatanta 
alikvot od 10 µL iskorišten za odreivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu. 
Potom je na 96-mikrotitracijsku ploicu Maxisorb well (Sigma Aldrich) naneseno 1 µg 
proteina po jažici te inkubirano preko noi pri 4°C kako bi se omoguila pasivna adsorpcija 
proteina na površinu jažica.  
 Sljedei dan sve jažice su isprane PBS-om te su adsorbirani proteini na dnu jažica 
derivatizirani dodavanjem 200 L derivatizacijske otopine koja je pripremljena na dan pokusa 
otapanjem 0,02 g DNPH u 1 mL trifluoroctene kiseline te razrjeivanjem 6 µL pripremljene 
otopine u 10 mL PBS-a. Reakcija DNPH s karbonilnim skupinama na proteinima 
(derivatizacija) provedena je uz inkubaciju od 45 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon 
inkubacije, jažice su isprane puferom za ispiranje II (PBS i 96%-tni etanol u omjeru 1:1) etiri 
puta i PBS-om tri puta te je dodano 250 µL pufera za blokiranje koji sadrži 5%-tno mlijeko u 
prahu u puferu za ispiranje III (0,1%-tni Tween20 u PBS-u). Nakon inkubacije od 90 minuta 
uz lagano miješanje na termomikseru, jažice su isprane puferom za ispiranje III tri puta te je 
dodano 100 µL primarnog protutijela protiv DNP koje je razrijeeno 1:5000 u puferu za 
ispiranje III. Nakon inkubacije od 120 minuta uz lagano miješanje na termomikseru, jažice su 
isprane puferom za ispiranje III pet puta i dodano je 100 µL sekundarnog protutijela 
konjugiranog s peroksidazom pripremljenog na isti nain kao i primarno antitijelo. Provedena 
je inkubacija od 60 minuta na termomikseru, jažice su isprane s puferom za ispiranje III pet 
puta i dodano je po 100 µL enzimskog supstrata 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) uz 
inkubaciju od 30 minuta. Enzimska reakcija je prekinuta dodavanjem 100 µL „Stop“ otopine 
(0,3M H2SO4) ime se boja iz plave promijenila u žutu. Apsorbancija uzoraka oitana je na 
itau mikrotitarskih ploica LabSystem Multiskan MS (Artisan Technology group, SAD) pri 
valnoj duljini 450 nm. Dobiveni rezultati izraženi su u nmol karbonila po mg proteina. 
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2.3.4.2 Odreivanje lipidne peroksidacije 
 Lipidna peroksidacija odreena je spektrofotometrijskom metodom mjerei 
koncentraciju TBARS-a prema metodi Ohkawe i suradnika [135]. Metoda se temelji na 
reakciji MDA i drugih aldehida nastalih tijekom LPO s tiobarbiturnom kiselinom (TBA) i 
nastanku obojenog produkta ija se apsorbancija mjeri pri valnoj duljini 532 nm.  
U 100 µL uzorka plazme ili liziranih eritrocita (lizat eritrocita razrijeen je etiri puta) 
dodano je 100 µL 2%-tnog SDS-a, vorteksirano i inkubirano 5 minuta pri sobnoj temperaturi. 
Potom je dodano 250 µL svježe pripremljene otopine 0,8%-tne tiobarbiturne kiseline (TBA) 
pomiješane u jednakom omjeru s 20%-tnom octenom kiselinom i podešenog pH na 3,5. 
Smjesa se kuhala u vodenoj kupelji 60 minuta pri 95°C, a zatim se hladila pri sobnoj 
temperaturi 15 minuta te centrifugirala 15 minuta pri 3000 g. U odvojeni supernatant dodana 
je jednaka koliina n-butanola, smjesa je vorteksirana 15 sekundi te centrifugirana 15 minuta 
pri 1000 g. Koncentracija TBARS-a mjerila se u gornjem obojenom sloju pri valnoj duljini 
532 nm na spektrofotometru/fluorometru Tecan Infinite M200 (Männedorf, Švicarska). Kao 
standard koristio se 1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP) pripremljen otapanjem 1,6 L TMP-a 
u 98,4 L 99,9%-tnog etanola (100 mM otopina standarda) na dan izvoenja pokusa. Od 
osnovne otopine standarda korištena su sljedea razrjeenja standarda: 10 M, 7,5 M, 5 M, 
4 M, 3 M, 2 M, 1 M, 0,5 M. Koncentracija TBARS-a u uzorcima eritrocita izražena je 
u nmol/g hemoglobina, a u uzorcima plazme u µmol/L plazme. 
2.3.5 Odreivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima  
 Katalitika aktivnost antioksidacijskih enzima odreena je u uzorcima 
mononuklearnih stanica krvi spektrofotometrijskim metodama korištenjem spektrometra 
Camspec M330 opremljenog s M330 Camspec softverskim paketom (Camspec LTD, 
Cambridge, UK). Nakon odmrzavanja uzorci mononuklearnih stanica su sonificirani i 
centrifugirani 15 minuta pri 3000 g. Supernatant je korišten za mjerenje aktivnosti katalaze, 
ukupne SOD i SOD2, dok je SOD1 dobivena raunski oduzimanjem aktivnosti SOD2 od 
ukupne SOD. Broj stanica je izraunat za svaki uzorak, a enzimska aktivnost je izražena u IU 
po 106 stanica. 
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2.3.5.1 Odreivanje aktivnosti  katalaze  
 Katalitika aktivnost katalaze odreena je metodom po Aebiju [136] koja se temelji na 
praenju sniženja apsorbancije reakcijske smjese pri valnoj duljini 240 nm, nastale kao 
rezultat enzimske razgradnje vodikova peroksida. 
 Uzorci su razrijeeni s 50 mM fosfatnim puferom, pH 7,0 na ~0,5 x 106 stanica. 
Slijepa proba napravljena je dodavanjem 250 µL 50 mM fosfatnog pufera u 500 µL 
razrijeenog uzorka koji je termostatiran pri 25ºC u kvarcnoj kiveti. Aktivnost katalaze 
ispitana je dodavanjem 250 µL 30 mM otopine H2O2 (pripravljene iz 30%-tne H2O2 u 50 mM 
fosfatnom puferu) u 500 µL razrijeenog termostatiranog uzorka. Enzimska aktivnost mjerila 
se 30 sekundi pri valnoj duljini 240 nm tako da je zabilježena poetna apsorbancija nakon 
dodatka supstrata i apsorbancija nakon 30 sekundi. Pad u apsorbanciji u jedinici vremena 
mjera je aktivnosti katalaze, pri emu je jedinica aktivnosti katalaze definirana kao koliina 
enzima koja razgrauje 1 mol H2O2 u minuti kod pH 7,0 pri 25°C. Aktivnost katalaze 
izražena je u mol razgraenog H2O2 po minuti po 106 stanica (mol H2O2/min 106 stanica), 
što odgovara jedinicama katalaze po 106 stanica (IU/106 stanica). 
2.3.5.2 Odreivanje aktivnosti superoksid dismutaze  
 Katalitika aktivnost ukupne SOD odreena je korištenjem komercijalnog kompleta 
RANSOD antioxidant kit, sukladno uputama proizvoaa. Metoda koristi sustav 
ksantin/ksantin oksidaza za nastajanje superoksidnih radikala koji reagiraju s 2-(4-jodofenil)-
3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium kloridom (INT) dajui crvenu boju. Aktivnost SOD mjeri 
se prema stupnju inhibicije ove reakcije pri valnoj duljini 505 nm. Jedinica SOD definirana je 
kao koliina enzima potrebnog za 50%-tnu inhibiciju reakcije u baždarnom pravcu s poznatim 
koncentracijama SOD. 
 Katalitika aktivnost SOD2 odreena je se u istim uvjetima nakon što je uzorak 
inkubiran najmanje pola sata sa 3mM KCN-om u omjeru 1:1 kako bi se inhibirala aktivnost 
SOD1 [137]. Katalitika aktivnost SOD1 dobivena je oduzimanjem aktivnosti SOD2 od 
aktivnosti ukupne SOD. 
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2.3.6 Analiza genske ekspresije  
2.3.6.1 Izolacija ukupne RNA 
 Ukupna RNA izolirana je iz ~107 PBMCs uporabom kompleta Illustra RNAspin Mini 
RNA Isolation Kit, sukladno uputama proizvoaa. Ukratko, za izolaciju RNA korišteni su 
PBMCs koji su odmah po izolaciji lizirani te pohranjeni na -80°C (postupkom opisanim u 
poglavlju 2.3.3). U lizat je po otapanju dodano još pufera za lizu kako bi konani volumen i 
sastav bio 700 µL pufera za lizu/1%-tni β-merkaptoetanol. Lizat je filtriran kroz RNAspin 
Mini Filter kolonu te je u njega potom dodano 700 µL 70%-tnog etanola u vodi kako bi se 
podesili uvjeti vezanja na kolonu te je tako prireena smjesa nanijeta na RNAspin Mini 
kolonu. Nakon centrifugiranja 30 sekundi pri 8000 g filtrat je odbaen, kroz kolonu je 
propušten pufer za uklanjanje soli, nakon ega je kolona osušena. Na kolonu je dodana 
otopina DNAze I te je razgradnja vezane DNA provedena tijekom 15 minuta pri sobnoj 
temperaturi. Kolona je potom isprana puferom za ispiranje 1 te dva puta puferom za ispiranje 
2 (nakon dodatka svakog pojedinog pufera uslijedilo je centrifugiranje 1 minutu pri 11000 g i 
odbacivanje filtrata). Ukupna RNA s kolone je eluirana RNase-slobodnom vodom (55 µL) uz 
centrifugiranje 1 minutu pri 11000 g. Alikvot od 15 µL odvojen je za mjerenje koncentracije, 
istoe i integriteta RNA, a ostatak izolata korišten je za reverznu transkripciju. Oba izolata 
pohranjena su na -80°C do uporabe. 
2.3.6.2 Provjera integriteta i istoe izolirane RNA 
Spektrofotometrijsko odreivanje istoe i integriteta RNA 
 Koncentracija i istoa izolirane ukupne RNA odreena je mjerenjem apsorbancije 2 
µL izolata RNA pri 260 nm, odnosno omjera apsorbancija pri 260 nm i 280 nm i omjera 
apsorbancija pri 260 i 230 nm na spektrofotometru Nanodrop 8000 (Thermo Scientific, 
Wilmington, SAD). Koncentraciju RNA u izolatima ureaj preraunava temeljem Lambert-
Beerovog zakona koji opisuje linearnu povezanost apsorbancije i koncentracije te injenice da 
RNA koncentracija 44 µg/mL ima vrijednost apsorbancije 1. Omjer A260/A280 otopine iste 
RNA je izmeu 1,9 i 2,1, što je i bio sluaj kod svih analiziranih uzoraka. Omjer A260/A230 za 
uzorke koji ne sadrže tragove gvanidin-izotiocijanata ili soli je oko 2, premda odstupanja od 
navedene vrijednosti ne moraju nužno utjecati na uspješnost reakcija koje se provode na 
izolatima RNA.   
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Elektroforezno odreivanje istoe i integriteta RNA 
 Za provjeru istoe i integriteta izolirane ukupne RNA korištena je elektroforeza u 
agaroznom gelu s formaldehidom. Uzorak za elektroforezu prireen je na sljedei nain: u 8 
µL otopljene RNA dodano je 2 µL 5 x pufera za nanošenje uzoraka RNA na elektroforezu 
(0,25%-tno bromfenol plavo, 2,6%-tni formaldehid, 20%-tni glicerol, 20 mM natrijev acetat, 
8 mM MOPS, 8 mM EDTA, 3%-tni formamid, 1%-tna otopina boje za bojanje nukleinskih 
kiselina GelRed), otopina je inkubirana 5 minuta pri 65°C i ohlaena na ledu. Uzorci su 
nanijeti u jažice 1,2%-tnog agaroznog gela prireenog u puferu konanog sastava: 20 mM 
MOPS, 5 mM natrijev-acetat, 1 mM EDTA, pH 7,0 i 6,66%-tni formaldehid. Elektroforeza je 
provedena u puferu za elektroforezu RNA (konanog sastava: 20 mM MOPS, 5 mM natrijev 
acetat, 1 mM EDTA, 0,74%-tni formaldehid, pH 7,0) pri jakosti struje 5V/cm. Nakon što je 
boja bromfenol plavo dosegnula dvije treine duljine gela, elektroforeza je prekinuta te je gel 
izložen UV-svjetlosti λ= 254 nm na transiluminatoru. Vizualizacija dviju jakih vrpci koje 
odgovaraju položajima 28 S i 18 S rRNA (omjera intenziteta približno 2:1) dokaz je da je 
RNA intaktna, doim nejasne vrpce i dodatne vrpce koje odgovaraju položajima manjih RNA 
ukazuju da je izolirana RNA djelomino ili u cijelosti degradirana. U svim uzorcima izolirana 
RNA je bila intaktna. 
2.3.6.3 Reverzna transkripcija praena lananom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu 
 Reverzna transkripcija provedena je pomou komercijalno dostupnog kompleta High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, sukladno uputama proizvoaa. Konana 
reakcijska smjesa volumena 20 L sadržavala je 1 µg izolata RNA, 1 x nasuminih 
heksanukleotidnih poetnica, 1 x dNTPs (4 mM deoksinukleozid-trifosfati - dATP, dTTP, 
dCTP, dGTP), 1 x pufer za reverznu transkripciju, 1 x rekombinantni inhibitor RNaze i 1 x 
Multiscribe reverznu transkriptazu. Reverzna transkripcija u konanici je provedena 
inkubacijom reakcijskih smjesa pri 25°C 10 minuta, pri 37°C 120 minuta, pri 85°C 5 minuta, 
uz završno hlaenje pri 4°C. Uzorci cDNA pohranjeni su na -20°C do prireivanja reakcijskih 
smjesa za lananu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu. 
 Reakcijske smjese za lananu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu (eng. 
Quantitative Reverse Transcription - Real-Time Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR) 
prireene su u ukupnom volumenu 25 µL u ploicama s 96 jažica i u konanici su sadržavale: 
1 x reagens za umnažanje TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems), 1 x 
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TaqMan smjesu poetnica i proba za umnažanje gena od interesa ili referentnog gena te 5 µL 
cDNA prethodno razrijeene pet puta s RNaze, DNaze-slobodnom vodom (odnosno, 50 ng 
cDNA). Smjese poetnica i proba za umnažanje gena od interesa te dva referentna gena 
pribavljene su od proizvoaa Applied Biosystems kao ve validirani reagensi ije 
koncentracije i reakcijske uvjete nije potrebno dodatno optimizirati. Poetnice su 
neobilježene, a probe su obilježene fluorescentnom bojom FAM kao izvjestiteljem (eng. 
reporter) te kao prigušiva (eng. quencher) sadrže nefluorescentni prigušiva MGB. Za 
referentne gene odabrani su geni za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) i -aktin 
(ACTB). Korišteni validirani eseji bili su kako slijedi: esej ID: Hs01009006_m1 za SIRT1, 
Hs00953477_m1 za SIRT3, Hs00156308_m1 za CAT, Hs00533490_m1 za SOD1, 
Hs00167309_m1 za SOD2, 4310884E za GAPDH i Hs99999903_m1 za ACTB. Reakcije 
umnažanja gena od interesa i referentnog gena za svaki pojedini uzorak provedene su u 
odvojenim jažicama, u triplikatu. Za provjeru potencijalne kontaminacije s gDNA kao 
negativna kontrola korišten je uzorak koji je umjesto kalupa cDNA sadržavao RNA, a za 
provjeru potencijalne kontaminacije s cDNA ili PCR produktom, kao negativna kontrola 
korištena je voda. Reakcija umnažanja i detekcije fluorescencije provedena je na instrumentu 
7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA). Kvantitativni PCR 
odvijao se pri uvjetima preporuenima od proizvoaa: 2 minute pri 50°C, zatim 10 minuta 
pri 95°C (aktivacija DNA-polimeraze) i potom 40 ciklusa od po 15 sekundi pri 95°C 
(denaturacija dvolanane DNA) i po 1 minutu pri 60°C (sparivanje lanaca i sinteza DNA, 
korak u kojem se mjeri fluorescencija). Jaina ekspresije svakog pojedinog ciljnog gena u 
uzorcima t1, t2 i t3 (nakon ronjenja) svake pojedine osobe izražena je u odnosu na uzorak t0 
(prije ronjenja) te iste osobe, a izraunata je prema standardnoj metodi delta-delta-Ct prema 
Hellemansu i suradnicima [138], koja ukljuuje normalizaciju prema prosjenoj ekspresiji dva 
referentna gena u svakom pojedinom uzorku. 
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2.4 Statistika analiza 
 S obzirom na veliinu uzorka i normalnost raspodjele, izmjereni rezultati prikazani su 
medijanom i interkvartilnim rasponom te usporeivani odgovarajuim neparametrijskim 
testovima. Normalnost raspodjele ispitana je Shapiro-Wilkonovim testom. Statistiki znaajna 
razlika izmeu uzastopnih mjerenja prije i nakon ronjenja procijenjena je Friedmanovim 
testom. U sluaju zamijeene statistiki znaajne razlike izmeu uzastopnih mjerenja 
(P<0,05), vršena je post-hoc analiza korištenjem Wilcoxonovog testa uz primjenu 
Bonferronijeve korekcije, što je rezultiralo razinom znaajnosti postavljenom na P <0,008 
(0,05 / 6 = 0,0083). 
 Kako bi se ispitala kliniki znaajna promjena parametara KKS, za sve parametre 
KKS izraunat je postotak razlike u odnosu prema poetnim vrijednostima prije ronjenja te je 
procijenjen prema izraunatim referentnim vrijednostima promjene (eng. Reference Change 
Values, RCV). RCV je izraunat prema sljedeoj jednadžbi: RCV = 21/2 × Z × (CVA2 + 
CVI2)1/2 gdje Z iznosi 1,96 za dvosmjerne promjene parametara za vjerojatnost P<0,05, CVA 
predstavlja koeficijent analitike varijacije izraunat iz rezultata unutarnje kontrole kvalitete, 
a CVI intraindividualni koeficijent varijacije preuzet iz 2014. ažurirane baze podataka od 
Minchinela i suradnika [139]. 
 Mogua povezanost varijabli ispitana je Spearmanovom korelacijom. Statistiki 
znaajna povezanost (uz P<0,05) tumaena je sukladno Coltonovu kriteriju (za r 0 do 0,25 ili 
0 do -0,25 kao nepostojanje povezanosti; za r 0,26 do 0,50 ili -0,26 do -0,50 kao slaba 
povezanost; za r 0,51 do 0,75 ili -0,51 do -0,75 kao umjerena do dobra povezanost; za r 0,76 
do 1 ili -0,76 do -1 kao vrlo dobra do izvrsna povezanost). Statistike analize provedene su 
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3.1 Utjecaj ronjenja na hematološke parametre  
 U ovom su radu praene promjene parametara kompletne krvne slike nakon ronjenja. 
Uzorci krvi analizirani su na hematološkom brojau unutar sat vremena od vaenja krvi koje 
je provedeno neposredno prije i nakon ronjenja te 3 i 6 sati nakon ronjenja. Osim statistiki 
znaajne promjene rezultata ispitane Friedmanovim testom, takoer je procijenjena kliniki 
znaajna promjena rezultata hematoloških parametara. Budui da vrednovanje klinike 
važnosti promjene dva ili više uzastopnih rezultata iste osobe podrazumijeva uzimanje u obzir 
i analitike i intraindividualne biološke varijacije [140], kliniki znaaj uoenih promjena 
klasino nazvan „presudna razlika“, a danas poznat kao referentna vrijednost promjene 
(RCV), procijenjen je prema izraunatim vrijednostima RCV-a za svaki parametar. 
 Utjecaj ronjenja na parametre KKS prikazan je u Tablici 5. Statistiki znaajno 
poveanje broja ukupnih leukocita opaženo je 3 i 6 sati nakon ronjenja (~20%, ~25%), ali ne i 
neposredno nakon ronjenja. Ovom porastu, u odnosu na vrijednosti prije ronjenja, najviše su 
pridonijeli neutrofilni granulociti koji su statistiki znaajno porasli odmah nakon ronjenja 
(~18%) te su nastavili rasti 3 i 6 sati nakon ronjenja (~34%, ~36%). Porast broja neutrofila 
odmah nakon ronjenja nije bio praen porastom ukupnog broja leukocita zbog pada broja 
limfocita (~11%) i monocita (~15%) koji je samo za monocite pokazao statistiku znaajnost. 
Meutim, 6 sati nakon ronjenja broj limfocita i monocita takoer je statistiki znaajno 
porastao (~20%, ~23%).  
 Statistiki znaajna smanjenja parametara crvene krvne slike zabilježena su 3 i 6 sati 
nakon ronjenja za: broj eritrocita (~2,6%, ~2,9%), hemoglobin (~2,1%, ~2,8%) i hematokrit 
(~2,4%, ~3,2%). Opaženo je takoer, statistiki znaajno poveanje MCV-a odmah i 3 sata 
nakon ronjenja te MCHC-a 6 sati nakon ronjenja. Meutim, uzimajui u obzir da je analitika 
nepreciznost za MCV i MCHC bila vea od poželjne nepreciznosti (eng. Desirable 
Specification for Imprecision, DSI) preuzete iz 2014. ažurirane baze podataka od Minchinela i 
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Tablica 5. Rezultati parametara kompletne krvne slike prije i nakon ronjenja. 
t0 t1 t2 t3
prije ronjenja nakon ronjenja 3 h nakon ronjenja 6 h nakon ronjenja P
Leukociti (109/L) 6,88 6,54 7,88* 8,22* <0,001
(5,74-7,80) (5,86-8,90) (6,99-9,43) (6,62-10,28)
Neutrofili (109/L) 3,57 4,39* 4,73* 4,89* <0,001
(3,30-4,78) (3,47-5,19) (3,96-6,20) (3,94-6,37)
Limfociti (109/L) 2,13 1,90 2,24 2,55* 0,002
(1,61-2,52) (1,56-2,17) (2,01-2,59) (2,13-3,03)
Monociti (109/L) 0,45 0,35* 0,5 0,52* <0,001
(0,40-0,63) (0,32-0,40) (0,37-0,63) (0,47-0,74)
Eozinofili (109/L) 0,152 0,12 0,12 0,16 0,063
(0,08-0,21) (0,07-0,20) (0,08-0,22) (0,09-0,21)
Bazofili (109/L) 0,078 0,092 0,087 0,077 0,215
(0,06-0,09) (0,07-0,12) (0,07-0,09) (0,07-0,09)
Eritrociti (1012/L) 5,22 5,22 5,08* 5,11* <0,001
(5,15-5,39) (5,11-5,39) (4,94-5,28) (4,94-5,27)
Hemoglobin (g/L) 155 154 152* 152* <0,001
(151-159) (150-159) (147-155) (145-155)
Hematokrit (L/L) 0,468 0,468 0,460* 0,461* <0,001
(0,456-0,483) (0,449-0,488) (0,454-0,467) (0,440-0,468)
MCV (fL) 89,8 90,0* 89,9* 89,4 <0,001
(87,8-93,0) (88,1-93,4) (88,2-92,0) (88,2-91,5)
MCH (pg) 29,4 29,4 29,7 29,6 0,373
(29,1-30,7) (29,2-30,6) (29,0-30,7) (29,1-30,4)
MCHC (g/L) 329 327 331 332* 0,024
(324-335) (325-332) (326-335) (328-334)
RDW (%CV) 11,9 12.0 11,9 12,0 0,067
(11,6-12,7) (11,8-12,5) (11,6-12,4) (11,7-12,6)
Trombociti (109/L) 213 210 216 224 0,059
(192-264) (189-249) (195-258) (193-265)
MPV (fL) 7,35 7,31 7,46 7,53 0,401
(6,7-8,4) (6,6-9,1) (6,6-8,7) (6,7-8,1)
Ispitivani parametri
 
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. *Statistiki znaajna razlika u odnosu na 
vrijednosti prije ronjenja (t0). MCV - prosjeni volumen eritrocita (eng. Mean Corpuscular Volume, MCV), 
MCH - prosjena koliina hemoglobina u eritrocitu (eng. Mean Corpuscular Hemoglobin, MCH), MCHC - 
prosjena koncentracija hemoglobina u eritrocitu (eng. Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration, MCHC), 
RDW - raspodjela eritrocita po volumenu (eng. Red blood cell Distribution Width, RDW), MPV - prosjeni 
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 Kako bi se procijenila klinika važnost uoenih promjena parametara KKS nakon 
ronjenja za svakog ispitanika izraunat je postotak razlike u odnosu na vrijednosti prije 
ronjenja prema jednadžbi % razlike = [(tn – t0) / t0] x 100, gdje je tn vrijednost neposredno 
nakon ronjenja, 3 i 6 sati nakon ronjenja, a t0 vrijednost prije ronjenja. Kada se srednja 
vrijednost postotka razlike svih ispitanika usporedila s vrijednostima RCV-a, izraunatim iz 
analitike i biološke varijacije prema jednadžbi navedenoj u poglavlju 2.4, niti jedna razlika 
rezultata nije bila vea od RCV-a (Tablica 6). Navedeni rezultati upuuju na to da 
rekreacijsko ronjenje na 30 metara dubine u trajanju od 30 minuta ne uzrokuje kliniki 
znaajne promjene parametara KKS. 
Tablica 6. Procjena kliniki znaajne promjene rezultata parametara kompletne krvne slike. 
  nakon        
ronjenja
3 h nakon 
ronjenja
6 h nakon 
ronjenja
Leukociti (109/L) 4,7 20,4 24,5 1,4 5,7 11,4 31,8
Neutrofili (109/L) 17,8 33,9 35,6 1,7 8,6 17,1 47,6
Limfociti (109/L) -7,3 9,0 19,6 3,5 5,1 10,2 29,8
Monociti (109/L) -15,3 8,4 22,8 6,4 8,9 17,8 52,4
Eozinofili (109/L) -16,7 -10,8 0,0 10,0 10,5 21,0 64,5
Bazofili (109/L) 2,1 5,4 6,1 9,1 14,0 28,0 81,6
Eritrociti (1012/L) -0,4 -2,6 -2,9 1,0 1,6 3,2 9,3
Hemoglobin (g/L) -0,5 -2,1 -2,8 0,7 1,4 2,9 8,1
Hematokrit (L/L) -0,1 -2,4 -3,2 1,2 1,4 2,7 8,2
MCV (fL) 0,4 0,2 -0,3 0,8a 0,7 1,4 4,5
MCH (pg) 0,1 0,5 0,3 1,1a 0,7 1,4 4,9
MCHC (g/L) -0,3 0,3 0,7 1,3a 0,5 1,1 4,6
RDW (%CV) -0,2  -1,0 -0,9 1,8 1,8 3,5 10,9
Trombociti (109/L) -2,8 -0,4 2,0 3,4 4,6 9,1 27,0
MPV (fL) 1,6 0,3 0,3 2,6 2,2 4,3 13,9









MCV - prosjeni volumen eritrocita (eng. Mean Corpuscular Volume, MCV), MCH - prosjena koliina 
hemoglobina u eritrocitu (eng. Mean Corpuscular Hemoglobin, MCH), MCHC - prosjena koncentracija 
hemoglobina u eritrocitu (eng. Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration, MCHC), RDW - raspodjela 
eritrocita po volumenu (eng. Red blood cell Distribution Width, RDW), MPV - prosjeni volumen trombocita 
(eng. Mean Platelet Volume, MPV), CVA - koeficijent analitike varijacije izraunat iz rezultata unutarnje 
kontrole kvalitete, DSI - poželjna nepreciznost (eng. Desirable Specification for Imprecision, DSI) preuzeta iz 
baze podataka od Minchinela i suradnika [139] prema kojoj je procijenjen CVA, CVI - intraindividualni 
koeficijent varijacije preuzet iz baze podataka od Minchinela i suradnika [139], RCV - izraunata referentna 
vrijednost promjene (eng. Reference Change Values, RCV). a CVA vea od DSI. 
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3.2 Biljezi oksidacijskog ošteenja 
 Kako bi se ispitao utjecaj prvog ronjenja nakon zimskog razdoblja ne ronjenja na 
oksidacijsko ošteenje proteina i lipida korišteni su uzorci plazme i eritrocita, krvne frakcije 
koje se smatraju vrlo osjetljive na štetno djelovanje ROS-a [141]. Biljezi oksidacijskog 
ošteenja proteina i lipida praeni su za svih 17 ispitanika neposredno prije i nakon ronjenja te 
3 i 6 sati nakon ronjenja.  
 Proteinski karbonili, koji nastaju uvoenjem karbonilnih skupina u proteine kao 
posljedica djelovanja ROS-a, odreeni su mjerenjem proteinskih karbonilnih derivata ELISA 
metodom. Statistiki znaajna razlika izmeu vrijednosti PCD-a neposredno prije i nakon 
ronjenja te 3 i 6 sati nakon ronjenja nije pronaena ni u uzorcima plazme ni u uzorcima 
eritrocita (Slika 7A i B). 
 Oksidacijsko ošteenje lipida procijenjeno je mjerenjem produkata lipidne 
peroksidacije koji reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom (TBARS metodom). U uzorcima 
plazme znaajne promjene vrijednosti TBARS-a nisu zapažene ni u jednoj vremenskoj toki 
nakon ronjenja (Slika 8A). Meutim, ronjenje je znaajno utjecalo na lipidnu peroksidaciju u 
eritrocitima. Neposredno nakon ronjenja, uoeno je statistiki znaajno poveanje TBARS 
vrijednosti  (∼44%, P=0,007) u odnosu na vrijednosti prije ronjenja. U sljedeoj ispitivanoj 
vremenskoj toki, 3 sata nakon ronjenja, poveanje TBARS-a nije imalo statistiki znaaj, a 6 
















Slika 7. Utjecaj ronjenja na vrijednost proteinskih karbonilnih derivata u plazmi i eritrocitima. 
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. t0 - neposredno prije ronjenja, t1 - 
neposredno nakon ronjenja, t2 - 3 sata nakon ronjenja, t3 - 6 sati nakon ronjenja, PCD - proteinski 










                                                            
Slika 8. Utjecaj ronjenja na vrijednost TBARS-a u plazmi i eritrocitima.  
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. *Statistiki znaajna razlika u odnosu 
na t0. 
†Statistiki znaajna razlika u odnosu na t1. t0 - neposredno prije ronjenja, t1 - neposredno nakon 
ronjenja, t2 - 3 sata nakon ronjenja, t3 - 6 sati nakon ronjenja, TBARS - indeks lipidne peroksidacije. 
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3.3 Aktivnost antioksidacijskih enzima 
 Utjecaj ronjenja na antioksidacijsku obranu ispitan je mjerenjem katalitike aktivnosti 
antioksidacijskih enzima u izoliranim mononuklearnim stanicama krvi neposredno prije i 
nakon ronjenja te 3 i 6 sati nakon ronjenja. Zbog neuspješne izolacije mononuklearnih stanica 
iz uzorka jednog ispitanika, aktivnost antioksidacijskih enzima mjerena je u uzorcima 16 
ispitanika. Spektrofotometrijskim metodama odreena je aktivnost katalaze, ukupne SOD te 
nakon inaktivacije SOD1 KCN-om, i aktivnost SOD2. Aktivnost SOD1 izraunata je 
oduzimanjem aktivnosti SOD2 od aktivnosti ukupne SOD. 
 Ronjenje do 30 metara dubine u trajanju od 30 minuta znaajno je utjecalo na 
aktivnost katalaze i SOD2, a posljedino i na poveanje aktivnosti ukupne SOD. Neposredno 
nakon ronjenja aktivnost katalaze porasla je za ∼184% (P<0,001), a 3 sata nakon ronjenja za 
∼194% (P<0,001) u odnosu na poetnu vrijednost prije ronjenja. Premda se u sljedeoj 
vremenskoj toki, 6 sati nakon ronjenja, aktivnost katalaze smanjila za ∼35% (P=0,005) u 
odnosu na vrijednost 3 sata nakon ronjenja, još uvijek je bila vea (∼91%, P=0,005) u odnosu 
na vrijednost prije ronjenja (Slika 9A).  
 Neposredno nakon ronjenja, aktivnost SOD2 porasla je ∼72% u odnosu na vrijednost 
prije ronjenja (P=0,002). Najvei porast aktivnosti SOD2 postignut je kao i kod katalaze, 3 
sata nakon ronjenja (∼196%, P<0,001). Meutim, 6 sati nakon ronjenja pad aktivnosti SOD2, 
koji je bio u odnosu na vrijednost neposredno nakon ronjenja ∼31% (P=0,003) i u odnosu na 
vrijednost 3 sata nakon ronjenja ∼60% (P<0,001), vratio je aktivnost SOD2 na poetnu razinu 
prije ronjenja (Slika 9B).  
 Porast aktivnost ukupne SOD neposredno nakon ronjenja bio je ∼47% (P=0,003), a 3 
sata nakon ronjenja ∼202% (P<0,001) u odnosu na poetnu vrijednost prije ronjenja. 
Smanjenje aktivnosti SOD 6 sati nakon ronjenja, koje je bilo ∼66% (P<0,001) u odnosu na 
vrijednost 3 sata nakon ronjenja, vratilo je aktivnost SOD na poetnu vrijednost prije ronjenja, 
kao i kod aktivnosti SOD2 (Slika 10A). 
 Premda su promjene aktivnosti SOD1 nakon ronjenja, takoer pratile obrazac 
promjena aktivnosti SOD2 i SOD, statistiki znaaj nije bio zabilježen ni u jednoj vremenskoj 
toki (Slika 10B). 
 







Slika 9. Utjecaj ronjenja na aktivnost katalaze i SOD2 u mononuklearnim stanicama krvi.  
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. *Statistiki znaajna razlika u odnosu 
na t0. 
†Statistiki znaajna razlika u odnosu na t1. ‡Statistiki znaajna razlika u odnosu na t2. t0 - 
neposredno prije ronjenja, t1 - neposredno nakon ronjenja, t2 - 3 sata nakon ronjenja, t3 - 6 sati nakon 
ronjenja, CAT - katalaza, SOD2 - superoksid dismutaza 2. 
 
 






                       
Slika 10. Utjecaj ronjenja na aktivnost ukupne SOD i SOD1 u mononuklearnim stanicama krvi.  
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. *Statistiki znaajna razlika u odnosu 
na t0. 
‡Statistiki znaajna razlika u odnosu na t2. t0 - neposredno prije ronjenja, t1 - neposredno nakon 
ronjenja, t2 - 3 sata nakon ronjenja, t3 - 6 sati nakon ronjenja, SOD - superoksid dismutaza. 
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3.4 Genska ekspresija antioksidacijskih enzima 
 Sljedei korak u ovom istraživanju bio je ispitati utjecaj ronjenja na gensku ekspresiju 
antioksidacijskih enzima. Nakon izolacije ukupne RNA iz uzoraka mononuklearnih stanica 
dobivenih od 16 ronilaca te reverzne transkripcije praene lananom reakcijom polimerazom, 
relativna koliina mRNA transkripata gena CAT, SOD1 i SOD2 odreena je kvantitativnom 
lananom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu prema postupcima opisanim u 
poglavlju 2.3.6. Izrauni relativne razine mRNA u uzorcima nakon ronjenja normirani su na 
razinu ekspresije prije ronjenja za svakog ispitanika, ukljuujui normalizaciju prema 
prosjenoj ekspresiji dvaju referentnih gena GAPDH i ACTB. 
 Statistiki znaajno sniženje razine mRNA gena CAT zabilježeno je neposredno nakon 
ronjenja (∼19%, P=0,005) i 3 sata nakon ronjenja (∼36%, P=0,007), dok statistiki znaajna 
razlika nije pronaena 6 sati nakon ronjenja (Slika 11). Statistiki znaajna razlika nije 
pronaena za razine mRNA gena SOD1 i SOD2 ni u jednoj vremenskoj toki nakon ronjenja, 
iako je blago smanjenje bilo prisutno (Slika 12A i B). 
 
 
Slika 11. Utjecaj ronjenja na razinu mRNA gena CAT  u mononuklearnim stanicama krvi.  
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. *Statistiki znaajna razlika u odnosu 
na t0. t0 - neposredno prije ronjenja, t1 - neposredno nakon ronjenja, t2 - 3 sata nakon ronjenja, t3 - 6 sati 
nakon ronjenja, CAT - katalaza. 









Slika 12. Utjecaj ronjenja na razinu mRNA gena SOD1 i SOD2 u mononuklearnim stanicama krvi.  
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. t0 - neposredno prije ronjenja, t1 - 
neposredno nakon ronjenja, t2 - 3 sata nakon ronjenja, t3 - 6 sati nakon ronjenja, SOD - superoksid 
dismutaza.  
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3.5 Genska ekspresija sirtuina 
 Mnoga istraživanja na staninim i životinjskim modelima pokazala su znaaj SIRT1 i 
SIRT3 u regulaciji antioksidacijskih mehanizama [3,101,119,120,122]. Kako bi pridonijeli 
razumijevanju pretpostavljenog adaptacijskog antioksidacijskog mehanizma i hormeznog 
odgovora na poveanu produkciju ROS-a ispitano je može li jedan zaron nakon razdoblja ne 
ronjenja utjecati na ekspresiju gena SIRT1 i SIRT3 u mononuklearnim stanicama krvi. 
 Rezultati analize genskih ekspresija u uzorcima mononuklearnih stanica dobivenih od 
16 ronilaca pokazali su smanjenje razine mRNA gena SIRT1 neposredno nakon ronjenja 
(∼25%, P=0,005) koje je ostalo prisutno i 3 sata nakon ronjenja (∼34%, P=0,007). Meutim, 
statistiki znaajna promjena u odnosu na razine prije ronjenja nije opažena 6 sati nakon 
ronjenja (Slika 13A). 
 Statistiki znaajna promjena razine mRNA gena SIRT3 neposredno i 3 sata nakon 
ronjenja nije pronaena (Slika 13B). Meutim, zanimljivo otkrie bilo je poveanje razine 



















                      
 
Slika 13. Utjecaj ronjenja na razinu mRNA gena SIRT1 i SIRT3 u mononuklearnim stanicama krvi.  
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. *Statistiki znaajna razlika u odnosu 
na t0. 
†Statistiki znaajna razlika u odnosu na t1. ‡Statistiki znaajna razlika u odnosu na t2. t0 - 
neposredno prije ronjenja, t1 - neposredno nakon ronjenja, t2 - 3 sata nakon ronjenja, t3 - 6 sati nakon 
ronjenja, SIRT - sirtuin. 
      3 REZULTATI
 59 

3.6 Korelacije analize 
3.6.1 Korelacijska analiza ispitivanih parametara sa životnom dobi ispitanika 
 Ispitivani parametri oksidacijskog/antioksidacijskog statusa i genske ekspresije 
sirtuina koji su longitudinalno praeni neposredno prije i nakon ronjenja te 3 i 6 sati nakon 
ronjenja sažeto su prikazani u Tablici 7. Budui da su u ovo istraživanje bili ukljueni ronioci 
s rasponom životne dobi od 30 do 52 godine, Spearmanovom korelacijskom analizom ispitana 
je povezanost životne dobi s dobivenim rezultatima. Korelacijska analiza životne dobi i 
biljega oksidacijskog ošteenja ukljuivala je rezultate svih 17 ispitanika, dok je korelacija 
životne dobi s aktivnostima antioksidacijskih enzima i promjenama genskih ekspresija 
antioksidacijskih enzima i sirtuina provedena na 16 ispitanika. 
 Statistiki znaajna povezanost životne dobi s biljezima oksidacijskog ošteenja nije 
pronaena ni u jednoj vremenskoj toki nakon ronjenja, kao ni s bazalnim vrijednostima 
biljega oksidacijskog ošteenja odnosno vrijednostima prije ronjenja (Tablica 8). Nije 
pronaena povezanost životne dobi s aktivnostima katalaze, ukupne SOD, SOD1 i SOD2 ni u 
bazalnim vrijednostima, ni u vrijednostima nakon ronjenja (Tablica 9). Promjene ekspresije 
gena CAT, SOD1, SOD2, SIRT1 i SIRT3 takoer nisu bile u korelaciji sa životnom dobi 
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Tablica 7. Utjecaj ronjenja na oksidacijski/antioksidacijski status i gensku ekspresiju sirtuina. 
t0 t1 t2 t3
prije ronjenja nakon ronjenja 3 h nakon ronjenja 6 h nakon ronjenja
PCD Plazma 6,41 5,30 5,25 5,46
(nmol/mg prot) 4,52-7,67 4,00-6,19 4,13-5,67 4,43-5,83
PCD Eritrociti 2,26 2,12 2,6 2,26
(nmol/mg prot) (2,10-2,53) (2,04-2,46) (2,08-2,86) (1,98-2,83)
TBARS Plazma 8,81 7,56 8,38 9,73
(µmol/L) (5,28-12,08) (5,88-12,43) (5,16-11,77) (6,80-11,20)
TBARS Eritrociti 86,2 123,8* 109,6 86,3†
(nmol/g HGB) (62,2-102,4) (96,3-160,9) (86,6-149,0) (75,5-113,2)
CAT 58,9 167,1* 173,0* 112,4*‡
(IU/106stanica) (37,6-69,4) (112,4-196,3) (134,1-257,2) (100,1-142,5)
SOD1 0,83 1,01 1,75 0,55
(IU/106stanica) (0,50-1,95) (0,52-1,72) (0,64-2,47) (0,42-0,91)
SOD2 6,15 10,55* 18,19* 7,23†‡
(IU/106stanica) (4,48-8,36) (8,30-18,59) (10,31-39,41) (5,73-11,57)
SOD 7,76 11,38* 23,41* 7,89‡
(IU/106stanica) (5,57-10,34) (9,38-20,61) (10,94-41,59) (6,33-13,60)
CAT  mRNA 1 0,814* 0,638* 0,797
0,559-0,956 0,444-0,826 0,690-0,962
SOD1  mRNA 1 0,696 0,860 0,932
0,539-0,868 0,604-1,118 0,745-1,399
SOD2  mRNA 1 0,865 0,693 0,696
0,552-1,204 0,500-0,860 0,488-0,839
SIRT1  mRNA 1 0,747* 0,661* 0,738
0,414-0,866 0,501-0,780 0,625-0,895




Aktivnost antioksidacijskih enzima u PBMCs uzorcima
Promjene genskih ekspresija antioksidacijskih enzima i sirtuina u PBMCs uzorcima
 
Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. *Statistiki znaajna razlika u odnosu na t0. 
†Statistiki znaajna razlika u odnosu na t1. ‡Statistiki znaajna razlika u odnosu na t2. PCD - proteinski 
karbonilni derivati; TBARS - indeks lipidne peroksidacije; CAT - katalaza; SOD - superoksid dismutaza; SIRT - 
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Tablica 8. Korelacijska analiza životne dobi ispitanika s biljezima oksidacijskog ošteenja. 
t0 t1 t2 t3
prije ronjenja nakon ronjenja 3 h nakon ronjenja 6 h nakon ronjenja
PCD plazma r=-0,34 (P=0,181) r=-0,20 (P=0,440) r=-0,16 (P=0,530) r=-0,08 (P=0,750)
PCD eritrociti r=0,23 (P=0,369) r=-0,41 (P=0,102) r=-0,31 (P=0,224) r=-0,18 (P=0,487)
TBARS plazma r=0,17 (P=0,515) r=0,48 (P=0,051) r=0,35 (P=0,171) r=0,34 (P=0,176)
TBARS eritrociti r=-0,41 (P=0,100) r=-0,12 (P=0,659) r=-0,09 (P=0,728) r=0,30 (P=0,240)
Životna dob vs.  biljezi oksidacijskog ošteenja
 
PCD - proteinski karbonilni derivati, TBARS - indeks lipidne peroksidacije. 
 
Tablica 9. Korelacijska analiza životne dobi ispitanika s aktivnostima antioksidacijskih enzima. 
t0 t1 t2 t3
prije ronjenja nakon ronjenja 3 h nakon ronjenja 6 h nakon ronjenja
CAT r=-0,14 (P=0,617) r=-0,35 (P=0,181) r=-0,04 (P=0,884) r=0,10 (P=0,712)
SOD1 r=0,04 (P=0,879) r=-0,19 (P=0,488) r=0,21 (P=0,427) r=0,10 (P=0,716)
SOD2 r=-0,09 (P=0,753) r=-0,36 (P=0,168) r=0,03 (P=0,927) r=-0,01 (P=0,957)
SOD r=0,02 (P=0,944) r=-0,38 (P=0,143) r=0,08 (P=0,765) r=-0,01 (P=0,983)
Životna dob vs. aktivnost antioksidacijskih enzima
 
CAT - katalaza, SOD - superoksid dismutaza. 
 
Tablica 10. Korelacijska analiza životne dobi ispitanika s promjenama genske ekspresije 
antioksidacijskih enzima i sirtuina. 
t1 t2 t3
nakon ronjenja 3 h nakon ronjenja 6 h nakon ronjenja
CAT r=0,31 (P=0,236) r=0,39 (P=0,141) r=0,26 (P=0,341)
SOD1 r=0,41 (P=0,118) r=0,50 (P=0,051) r=0,18 (P=0,495)
SOD2 r=-0,08 (P=0,761) r=0,15 (P=0,571) r=-0,09 (P=0,728)
SIRT1 r=0,30 (P=0,260) r=0,25 (P=0,352) r=0,35 (P=0,185)
SIRT3 r=0,29 (P=0,283) r=0,30 (P=0,258) r=0,50 (P=0,051)
Životna dob vs.  promjena mRNA gena CAT , SOD1 , SOD2 , SIRT1  i SIRT3
 
CAT - katalaza, SOD - superoksid dismutaza, SIRT - sirtuin. 
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3.6.2 Korelacijska analiza genskih ekspresija sirtuina i antioksidacijskih enzima 
 Radi boljeg razumijevanja antioksidacijskog odgovora na ronjenje te uloge sirtuina u 
antioksidacijskom odgovoru analizirana je povezanost izmeu promjena razina mRNA gena 
ispitivanih sirtuina i antioksidacijskih enzima (Tablica 11). Sve statistiki znaajne korelacije 
dobivene Spearmanovom korelacijskom analizom pokazale su pozitivnu povezanost te 
tumaene sukladno Coltonovu kriteriju opisanom u poglavlju 2.4.  
 Korelacija promjene ekspresije gena SIRT1 i CAT zabilježena je u svim vremenskim 
tokama; vrlo dobra do izvrsna povezanost neposredno nakon ronjenja i 3 sata nakon ronjenja 
(r=0.77, P<0.001; r=0.76, P<0.001) te umjerena do dobra povezanost 6 sati nakon ronjenja 
(r=0.74, P<0.001). Umjerena do dobra povezanost zabilježena je, takoer izmeu promjene 
ekspresije gena SIRT1 i SOD1, 3 i 6 sati nakon ronjenja (r=0.71, P=0.002; r=0.66, P=0.005) te 
izmeu promjene ekspresije gena SIRT1 i SOD2 neposredno nakon ronjenja i 3 sata nakon 
ronjenja (r=0.55, P=0.026; r=0.54, P=0.029).  
 Korelacija promjene ekspresije gena SIRT3 i CAT bila je umjerena do dobra u svim 
vremenskim tokama (r=0.74, P=0.001; r=0.60, P=0.015, r=0.75, P<0.001), dok je korelacija 
promjene ekspresije gena SIRT3 i SOD2 zabilježena samo neposredno nakon ronjenja 
(r=0.71, P=0.001). Promjena ekspresije gena SOD1 nije korelirala s promjenom ekspresije 
gena SIRT3 u niti jednoj vremenskoj toki. 
 
Tablica 11. Povezanost promjene genskih ekspresija sirtuina i antioksidacijskih enzima u 
mononuklearnim stanicama krvi. 
t1 t2 t3
nakon ronjenja 3 h nakon ronjenja 6 h nakon ronjenja
CAT r=0,77* (P< 0,001) r=0,76* (P< 0,001) r=0,74* (P< 0,001)
SOD1 r= 0,48 (P=0,060) r=0,71* (P=0,002) r=0,66* (P=0,005)
SOD2 r=0,55* (P=0,026) r=0,54* (P=0,029) r=0,21 (P=0,444)
CAT r=0,74* (P=0,001) r=0,60* (P=0,015) r=0,75* (P< 0,001)
SOD1 r=0,33 (P=0,217) r=0,41 (P=0,116) r=0,24 (P=0,360)
SOD2 r=0,71* (P=0,001) r=0,15 (P=0,579) r=0,28 (P=0.289)
promjena mRNA gena SIRT1  vs. promjena mRNA gena CAT , SOD1  i SOD2
promjena mRNA gena SIRT3  vs . promjena mRNA gena CAT , SOD1  i SOD2
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 S razvojem ronilake opreme i ronilakih protokola, SCUBA ronjenje postaje 
zastupljena rekreacijska aktivnost širom svijeta. Poznato je da redovita i umjerena fizika 
aktivnost poboljšava funkciju mnogih organskih sustava te djeluje protektivno na zdravlje. 
Mnoge zasluge u tim procesima pripisuju se umjereno poveanoj produkciji ROS-a i 
adaptacijskom antioksidacijskom odgovoru [14,142] te stimulaciji imunosnog sustava koja 
poboljšava otpornost na infekciju [143]. S druge strane, zahtjevna dugotrajna tjelovježba 
povezuje se sa štetnim uincima oksidacijskog stresa i imunosupresivnim odgovorom u fazi 
oporavka koji je praen promjenom broja cirkulirajuih imunosnih stanica te slabljenjem 
njihove funkcije, poznato pod nazivom „otvoreni prozor“ prema infekciji [144,145]. Premda 
se smatra da je imunosni odgovor nakon vježbanja usko povezan s poveanom produkcijom 
ROS-a, ali i neuroendokrinim imbenicima kao što su poveano otpuštanje kateholamina te 
hormona rasta i kortizola [143], o interakcijama izmeu oksidacijskog stresa i imunosnih 
promjena još uvijek se ne zna dovoljno. Meutim, dobro je poznato da je imunosni odgovor 
nakon vježbanja u promjeni hematoloških parametara vrlo slian kao kod infekcije ili upale 
[146].  
 Procijenjeno je da se ~60% lijenikih odluka zasniva na rezultatima laboratorijskih 
pretraga [147], a odreivanje KKS jedna je od naješe korištenih pretraga, posebice u hitnim 
stanjima. Stoga, u ovom je radu ispitan utjecaj ronjenja na promjene parametara KKS. S 
obzirom na to da statistiki znaajna promjena ne mora biti i kliniki znaajna promjena na 
kojoj se temelji klinika odluka, promjene parametara KKS nakon ronjenja takoer su 
usporeene s izraunatim vrijednostima RCV-a. RCV se smatra mjerodavnim pokazateljom 
klinike važnosti koji za promjene dva ili više uzastopnih rezultata iste osobe podrazumijeva 
uzimanje u obzir analitike i intraindividualne biološke varijacije [140]. Premda promjene 
parametara KKS nakon ronjenja nisu dosegle kliniki znaajnu razliku procijenjenu prema 
RCV-u, praenje parametara KKS neposredno prije i nakon ronjenja te 3 i 6 sati nakon 
ronjenja pokazalo je zanimljive promjene parametara bijele i crvene krvne slike. 
 Znaajan porast apsolutnog broja neutrofila opažen ve neposredno nakon izrona, koji 
je još više porastao 3 sata nakon ronjenja, svoj maksimum je dosegao 6 sati nakon ronjenja. 
Uinak ronjenja na leukocite i limfocite bio je odgoen; dok je poveanje broja leukocita 
opaženo 3 sata nakon ronjenja, poveanje limfocita pronaeno je 6 sati nakon ronjenja. 
Zanimljivo, smanjenje broja monocita zabilježeno neposredno nakon izrona, nakon 6 sati 
takoer je pokazalo porast u odnosu na vrijednosti prije ronjenja. Poveanje broja neutrofila 




neutrofilnu mobilizaciju iz marginalnih bazena [148]. Osim toga, kod ronjenja, psihološki 
stres koji uzrokuje poveano otpuštanja stresnih hormona kao što su kateholamini i kortizol 
[15,149] i izlaganje hladnom okolišu takoer može pridonijeti mobilizaciji neutrofila 
[150,151]. Maksimalni porast neutrofila od 36%, opažen 6 sati nakon ronjenja, upuuje na 
znaajan imunosni odgovor koji obino prati zahtjevne dugotrajne fizike aktivnosti [152]. 
Meutim, takve vrste tjelovježbe esto su praene padom broja limfocita koji se povezuje s 
imunosupresijom [17,141]. U ovom je istraživanju, stoga bitna informacija da rekreacijsko 
ronjenje na 30 metara u trajanju od 30 minuta nije bilo praeno smanjenjem broja limfocita, 
ve je rezultiralo njihovim poveanjem 6 sati nakon ronjenja. Razlog poveanja broja 
limfocita 6 sati nakon ronjenja može se samo nagaati, ali treba uzeti u obzir da je posljedica 
kombinacije fizike aktivnosti, psihološkog stresa, izlaganja hladnoi, hiperbariji i hiperoksiji. 
S obzirom na injenicu da blaga monocitoza esto prati poveanje neutrofila u imunosnom 
odgovoru induciranom vježbanjem [153], naroito uslijed izlaganja nižim temperaturama 
[151], neoekivani je rezultat ovog istraživanja smanjenje broja monocita neposredno nakon 
ronjenja. Mogui razlog ovog nalaza može biti posljedica transendotelijalne migracije 
uzrokovane promjenama vaskularne endotelne funkcije koje su opažene kod sukcesivnih 
zarona, ali i nakon samo jednog zarona [57,154,155]. 
 Premda se imunosni odgovor može razlikovati izmeu rekreacijskih i profesionalnih 
ronilaca, opaženi su rezultati u skladu s onima dobivenim u nekoliko istraživanja koja su 
provedena na profesionalnim roniocima [31,55,156]. Porast broja neutrofila bez znaajnih 
promjena limfocita zabilježen je 3 sata nakon ronjenja na 40 metara dubine u trajanju od 25 
minuta [31]. Uz to, 3 sata nakon ronjenja na 50 metara dubine u trajanju od 35 minuta opažen 
je znaajan porast neutrofila i leukocita [55]. Meutim, kod profesionalnih ronilaca porast 
neutrofila nije bio prisutan neposredno nakon ronjenja [31,55], što je uoeno u ovom 
istraživanju. Razumno je pretpostaviti da je nepodudarnost u brzini mobilizacije neutrofila 
posljedica razlike imunosnog, ali i hormonalnog odgovora izmeu rekreacijskih i 
profesionalnih ronilaca. S druge strane, Glavaš i suradnici pokazali su poveanje broja 
leukocita i neutrofila sa smanjenjem broja limfocita odmah nakon ronjenja na 54 metra dubine 
u trajanju od 100 minuta [156]. Imajui na umu da je ukupno vrijeme ronjenja u istraživanju 
Glavaša i suradnika bilo dosta duže nego u gore navedenim i ovom istraživanju (100 minuta 
vs. ~30 minuta), glavni razlog poveanja leukocita i neutrofila te smanjenja limfocita odmah 




 Praenjem parametara KKS prije i nakon ronjenja takoer su uoene promjene u 
crvenoj krvnoj slici. Pad broja eritrocita, hemoglobina i hematokrita opažen je 3 sata nakon 
ronjenja te je ostao prisutan i 6 sati nakon ronjenja. S obzirom na to da su eritrocitne 
membrane vrlo osjetljive na oksidacijsko ošteenje [157], smanjenje broja eritrocita, a 
posljedino i hemoglobina i hematokrita, može biti posljedica štetnog djelovanja ROS-a na 
eritrocitne membrane, njihovog ošteenja te razaranja eritrocita. Zanimljivo je primijetiti da 
istraživanja provedena na profesionalnim roniocima nisu pokazala pad eritrocita i 
hemoglobina [54,55,156], dok je pad hematokrita zabilježen samo nakon ronjenja na 40 
metara [54].Mogui razlog za spomenute razlike izmeu dobivenih rezultata na rekreacijskim 
roniocima i rezultata istraživanja na profesionalnim roniocima može biti povezan s 
razvijenijim antioksidacijskim mehanizmima kod profesionalnih ronilaca koji efikasnijim 
uklanjanjem ROS-a sprjeavaju njihovo štetno djelovanje na eritrocitne membrane. 
 Dosadašnja znanja o utjecaju ronjenja na biljege oksidacijskog ošteenja i 
antioksidacijski status proizlaze iz istraživanja provedenih na profesionalnim roniocima. 
Neusklaeni rezultati spomenutih istraživanja pri praenju biljega oksidacijskog ošteenja 
nisu iznenaujui i mogu se objasniti razliitim uvjetima u kojima su istraživanja provedena 
što ukljuuje razliite dubine i trajanja izloženosti hiperbariji, korištene plinske smjese za 
disanje, vrste uzorka i metode odreivanja. Meutim, još je jedan važan imbenik koji treba 
razmotriti u pogledu ronjenja, kao i drugih oblika vježbanja, a to je uestalost provoenja koja 
može dovesti do prilagodbe organizma poveanom stvaranju ROS-a [14]. Budui da mnogi 
rekreacijski ronioci ronjenje ne prakticiraju redovito, posebice za vrijeme zimskog razdoblja, 
ovim istraživanjem ispitan je utjecaj prvog zarona nakon razdoblja ne ronjenja (najmanje 5 
mjeseci) na biljege oksidacijskog stresa odnosno biljege oksidacijskog ošteenja lipida i 
proteina. Za praenje promjena oksidacijskog ošteenja lipida i proteina korišteni su uzorci 
plazme i eritrocita, krvne frakcije koje se smatraju najosjetljivijim za detekciju štetnog 
djelovanja ROS-a [141]. Dobiveni rezultati pokazali su da ronjenje do 30 metara dubine u 
trajanju od 30 minuta ne dovodi do promjene proteinskih karbonilnih derivata, biljega 
oksidacijskog ošteenja proteina, ni u uzorcima plazme ni u uzorcima eritrocita. Porast lipidne 
peroksidacije, praene TBARS metodom, takoer nije bio pronaen u plazmi ni u jednoj 
ispitivanoj vremenskoj toki. Meutim, neposredno nakon ronjenja TBARS vrijednosti u 
eritrocitima bile su znaajno poveane u odnosu na vrijednosti prije ronjenja, dok su se 6 sati 




 Proteinski karbonili smatraju se biljegom ozbiljnog oksidacijskog ošteenja [38], 
stoga, vea osjetljivost TBARS metode na oksidacijski stres nije iznenaujui rezultat. 
Meutim, zanimljiv rezultat ovog istraživanja jest vea osjetljivost TBARS metode u frakciji 
eritrocita, nego u frakciji plazme koja upuuje na veliku osjetljivost eritrocitnih membrana na 
poveanu produkciju ROS-a te mogu razlog za opaženi pad eritrocita, a posljedino i 
hemoglobina i hematokrita. Treba spomenuti da se TBARS metoda, iako je naširoko 
prihvaena kao vrlo osjetljiva metoda praenja lipidne peroksidacije, esto smatra nedovoljno 
specifinom metodom zbog mogue interferencije, posebice kada se oksidacijsko ošteenje 
lipida povezuje s ljudskim bolestima u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika [158]. 
Meutim, TBARS metoda može se smatrati pouzdanom kada se mjeri u kontroliranom 
dosljednom protokolu [159], kao što je to bilo u ovom istraživanju gdje su se vrijednosti 
TBARS-a longitudinalno pratile kod ispitanika. 
 Porast biljega oksidacijskog ošteenja lipida mjerenih TBARS metodom, ali u plazmi, 
takoer je zabilježen kod profesionalnih policijskih ronilaca nakon ronjenja na 30 metara 
dubine u trajanju od 30 minuta i s dekompresijom od 3 minute [61]. U navedenom 
istraživanju lipidna peroksidacija nije bila praena i u eritrocitima, a spomenuti rezultati u 
suprotnosti su s rezultatima dobivenim u ovom istraživanju u frakciji plazme, što se može 
pripisati nešto drugaijoj izvedbi TBARS metode ili možda drugaijem profilu zarona 
odnosno dužem zadržavanju na veoj dubini koja se ogleda u potrebnoj dekompresiji tijekom 
izrona kod policijskih ronilaca. Zanimljivo je što drugo istraživanje istih autora, koje je 
provedeno s istim protokolom ronjenja za vrijeme redovitog treninga policijskih ronilaca nije 
pokazalo porast plazmatskih TBARS vrijednosti [62], što je u skladu s rezultatima ovog 
istraživanja. 
 Ovim istraživanjem uoena nepromijenjena razina proteinskih karbonila u eritrocitima 
i plazmi te lipidne peroksidacije u plazmi, takoer je pokazana i kod profesionalnih ronilaca 
nakon ronjenja na 40 metara dubine s ukupnim trajanjem zarona od 25 minuta i 
dekompresijom od 5 minuta [54]. Meutim, navedeno istraživanje na 40 metara dubine nije 
pokazalo porast lipidne peroksidacije u eritrocitima, kao ni pad broja eritrocita [54], koji su 
zabilježeni u ovom istraživanju nakon ronjenja na 30 metara dubine. Unato razlikama u 
dubinama, nepromijenjena razina eritrocitne lipidne peroksidacije i njihovog broja u 
cirkulaciji vjerojatno je posljedica razvijenog adaptacijskog antioksidacijskog sustava u 
profesionalnih ronilaca, premda, treba uzeti u obzir i drugaije metode odreivanja lipidne 




MDA, a u ovom istraživanju odreivanjem TBARS-a. S druge strane, nakon ronjenja na 
dubinu od 50 metara s ukupnim trajanjem zarona od 35 minuta i dekompresijskim 
zaustavljanjem od 9 minuta, ista grupa autora zabilježila je poveanje biljega oksidacijskog 
ošteenja lipida i DNA u plazmi [55] te proteina u neutrofilima [56]. Razlike rezultata 
navedenih istraživanja provedenih na 40 i 50 metara dubine upuuju na važnost utjecaja 
dubine i trajanja hiperbarine izloženosti (koja se oituje i u potrebnoj dekompresiji tijekom 
izrona) na prekomjerno stvaranje ROS-a i posljedinu štetu.  
 Zanimljivo je primijetiti da sva spomenuta istraživanja provedena na profesionalnim 
roniocima nisu pružila informaciju o uestalosti ronjenja ispitanika, što može igrati važnu 
ulogu u adaptacijskom odgovoru na poveanu produkciju ROS-a. Osim toga, oigledno je da 
razliite metode, odabrani biljezi oksidacijskog stresa i vrste uzoraka mogu utjecati na 
rezultate koji upuuju na negativne posljedice oksidacijskog stresa. Stoga bi standardizacija 
metoda i preporuke za korištenje biljega oksidacijskog stresa i najosjetljivijih frakcija krvi za 
njihovo odreivanje pridonijele tumaenju štetnog djelovanja poveane produkcije ROS-a ne 
samo kod ronjenja, ve i u istraživanjima povezanosti oksidacijskog stresa s razliitim 
fiziološkim i patološkim stanjima. 
 Dosadašnja istraživanja su pokazala da antioksidacijski enzimi u limfocitima (prema 
korištenim izolacijskim metodama tonije mononuklearnim stanicama periferne krvi) 
pokazuju vrlo dobru prilagodbu na oksidacijski stres uzrokovan zahtjevnom fizikom 
aktivnošu [41,160]. Iz tog su razloga u ovom radu za praenje promjena aktivnosti 
antioksidacijskih enzima i razina ekspresije gena nakon ronjenja korištene mononuklearne 
stanice krvi. Rezultati su pokazali da zaron na 30 metara dubine u trajanju od 30 minuta 
inducira brzi antioksidacijski odgovor u mononuklearnim stanicama krvi poveanjem 
aktivnosti katalaze, SOD2 i posljedino aktivnosti ukupne SOD. Premda su aktivnosti 
katalaze i SOD2 znaajno porasle odmah nakon ronjenja, njihove maksimalne vrijednosti 
zabilježene 3 sata nakon ronjenja upuuju na odgoenu akciju u uklanjanju ROS-a. Mjerenje 
aktivnosti antioksidacijskih enzima 6 sati nakon ronjenja pokazalo je pad njihove aktivnosti 
koji se kod SOD2 i ukupne SOD vratio gotovo na vrijednosti prije ronjenja, dok je aktivnost 
katalaze i dalje ostala znaajno vea u odnosu na vrijednosti prije ronjenja. Budui da SOD 
predstavlja prvu liniju obrane od visoko reaktivnog superoksidnog radikala pretvarajui ga u 
manje reaktivan H2O2 i kisik, dok katalaza ima važnu ulogu pri uklanjanju prekomjernih 
razina H2O2, razlog povišenim vrijednostima aktivnosti katalaze 6 sati nakon ronjenja, ali ne i 




nije praena aktivnost katalaze duže od 6 sati nakon ronjenja, ali uzimajui u obzir da se 
katalaza smatra jednim od najdjelotvornijih enzima u uvjetima oksidacijskog stresa [53], 
konstantno prisutna vea aktivnost katalaze može imati važnu ulogu u adaptacijskim 
mehanizmima na oksidacijski stres. 
 Porast aktivnosti antioksidacijskih enzima takoer je zabilježen i u prethodno 
spomenutim istraživanjima provedenim na profesionalnim roniocima. Nakon ronjenja na 40 
metara dubine uoen je porast aktivnosti katalaze i GPx u limfocitima, neposredno i 3 sata 
nakon ronjenja [31]. Aktivnost SOD nije bila mjerena u navedenom istraživanju, a u ostalim 
istraživanjima promjene aktivnosti antioksidacijskih enzima praene su u eritrocitima i 
plazmi. Zanimljivo je primijetiti da je poveanje aktivnosti katalaze i SOD u plazmi opaženo 
nakon ronjenja na 40 i 50 metara dubine [54,55], dok promjene njihovih aktivnosti nisu 
pronaene u eritrocitima nakon ronjenja na 30 i 40 metara dubine [54,61,62]. 
 O mehanizmima aktivacije antioksidacijskog odgovora još uvijek se ne zna dovoljno. 
Stoga je sljedei korak ovog istraživanja bio ispitati promjene razine ekspresije gena CAT, 
SOD1 i SOD2 te SIRT1 i SIRT3 za ije se proteinske produkte smatra da imaju znaajnu ulogu 
u antioksidacijskom odgovoru. Premda je zapažen lagani pad razine mRNA za sve ispitivane 
antioksidacijske enzime, zbog velikih interindividualnih varijacija izmeu ispitanika, 
statistiki znaajna promjena utvrena je samo za pad razine ekspresije gena CAT neposredno 
nakon ronjenja i 3 sata nakon ronjenja. Razlozi neslaganja izmeu promjena aktivnosti 
katalaze i razine mRNA gena CAT mogu se samo nagaati kao posljedica mnogih razliitih 
imbenika kao što su posttranskripcijska regulacija, uinkovitost translacije, stabilnost 
mRNA, uinci nekodirajuih RNA i posttranslacijskih dogaanja ukljuujui regulaciju 
enzimske aktivnosti. Porast aktivnosti katalaze uz smanjenje ekspresije gena CAT, praenih u 
limfocitima, takoer je opažen nakon vježbe tranja u trajanju od 45 minuta pri nižim 
temperaturama (10-12°C), dok je suprotni smjer za ekspresiju gena CAT zabilježen nakon iste 
vježbe pri višim temperaturama (30-32°C) [161]. S obzirom na kompleksne regulacijske 
mehanizme genske ekspresije, razlozi za opaženo smanjenje mRNA gena CAT ostaju 
nepoznati, ali ini se da temperatura okoliša može utjecati na njih. S druge strane, nekoliko 
istraživanja pokazalo je porast genske ekspresije antioksidacijskih enzima u 
limfocitima/mononuklearnim stanicama krvi praenih nakon dužih intenzivnih fizikih 
aktivnosti (trosatna intenzivna vježba, petodnevna biciklistika utrka) [162,163], kao i dužeg 
razdoblja redovite fizike aktivnosti (treninzi snage dva puta tjedno tijekom 21 tjedna) [164]. 




jednog zarona u trajanju od 30 minuta i nakon razdoblja ne ronjenja, postoji mogunost da bi 
prakticiranje ronjenja u dužem razdoblju izazvalo isti odgovor. 
 Otkria novih puteva stanine signalizacije i molekula kao što su sirtuini otvorila su 
nova podruja redoks biologije koja pokazuju ne samo negativne posljedice poveanog 
stvaranja ROS-a, ve i pozitivne odnosno adaptacijske i hormezne odgovore organizma na 
staninim i sustavnim razinama. Može se rei da sirtuini, prozvani „molekulski semafori na 
raskrižju oksidacijskog stresa“ [4], zbog njihove povezanosti s produženjem životnog vijeka 
imaju povlašten status u podruju redoks biologije i istraživanja procesa starenja [3]. Premda 
su istraživanja posljednjeg desetljea dala veliki doprinos razumijevanju uloge i znaaja 
sirtuina u oksidacijskom stresu [77,101], istraživanja na ljudskim modelima još uvijek je 
premalo, posebice u ljudskoj krvi. U ovom je radu pokazano da oksidacijski stres uzrokovan 
ronjenjem na 30 metara dubine u trajanju od 30 minuta uzrokuje smanjenje ekspresije gena 
SIRT1 i znaajno poveanje ekspresije gena SIRT3 u mononuklearnim stanicama krvi. U 
suprotnosti s opaženim smanjenjem ekspresije gena SIRT1, Dumke i suradnici su pokazali 
poveanje ekspresije gena SIRT1, praene u uzorku mišinog tkiva dobivenog biopsijom, 
nakon 3 sata intenzivnog biciklizma i nakon 3 dana prakticiranja ove vrste fizike aktivnosti 
[165]. Mogui razlozi neusklaenosti rezultata za promjene ekspresije gena SIRT1 vjerojatno 
leže u zahtjevnosti i dužini trajanja fizike aktivnosti, meutim treba uzeti u obzir i drugu 
vrstu uzorka i razlike izmeu ispitanika koje je spomenutim istraživanjem obuhvatilo dobro 
uvježbane bicikliste. U pogledu ekspresije gena SIRT3, dobiveni su rezultati u skladu s 
rezultatima pokazanim od Mestre-Alfaro i suradnika [161]. Navedeni autori pokazali su da 
tranje u trajanju od 45 minuta pri temperaturi okoline od 10-12°C dovodi do porasta 
ekspresije gena SIRT3 u limfocitima nakon 2 sata, dok taj uinak nije zabilježen nakon iste 
vježbe na višim temperaturama (30-32°C). S obzirom na to da je u ovom istraživanju 
zabilježena slina temperatura okoline tijekom ronjenja (14-16°C), unato razlikama u vrsti 
fizike aktivnosti, porast ekspresije gena SIRT3 kod nižih temperatura okoline podupire 
opažanje da izlaganje hladnoi može utjecati na njegovu gensku ekspresiju zapaženo na 
životinjskom modelu [132]. Nadalje, pokazano je da redovita tjelovježba tijekom dužeg 
razdoblja može poveati razinu SIRT3 u skeletnim mišiima starijih i mlaih ispitanika 
[166,167]. Zanimljivo istraživanje Lanza i suradnika, takoer je pokazalo da se razina SIRT3 
u ljudskim mišiima smanjuje s dobi kodsjedilakog naina života, dok utjecaj životne dobi 
na razinu SIRT3 nije pronaen kod ljudi koji redovito prakticiraju fiziku aktivnost [168]. 




30 minuta može dovesti do porasta ekspresije gena SIRT3, mogue je da bi prakticiranje 
ronjenja u dužem razdoblju moglo još više stimulirati njegovu gensku ekspresiju. Porast 
genske i proteinske ekspresije SIRT3, kao i aktivnosti, mogao bi biti kljuni korak u razvoju 
adaptacijskih antioksidacijskih mehanizama kod uzastopnih zarona. 
 Treba spomenuti da dosadašnja znanja o djelovanju SIRT3 na njegove ciljne mete, 
opisana u poglavlju 1.4.3, predstavljaju ovog lana obitelji sirtuina kao intrigantnu molekulu s 
protektivnim i pozitivnim uincima na ope zdravlje. Osim toga, zbog njegove uloge u 
antioksidacijskom odgovoru i injenice da je jedini lan obitelji sirtuina za kojeg postoje 
dokazi o povezanosti s dužinom životnog vijeka kod ljudi, SIRT3 je posveena velika pažnja 
u procesima i bolestima povezanim sa starenjem kao što su dijabetes, kardiovaskularne, 
neurodegenerativne, respiratorne i autoimune bolesti te nastanak tumora [169,170]. Stoga, 
opažen porast ekspresije gena SIRT3 upuuje na to da rekreacijsko ronjenje može djelovati na 
principu hormeze u kojem nisko-umjereno poveanje ROS-a može imati blagotvorno 
djelovanje na zdravlje i procese povezane sa staninim starenjem. 
 Utjecaj životne dobi na nastajanje oksidacijskih ošteenja i aktivnost antioksidacijskih 
enzima tema je mnogih istraživanja, a nakupljanje oksidacijskih ošteenja jedna je od teorija 
staninog starenja [171]. Brojna istraživanja su pokazala vee razine biljega oksidacijskog 
ošteenja lipida i proteina kod ispitanika starije životne dobi u odnosu na ispitanike mlae 
životne dobi [172-175]. S druge strane, još uvijek nije jasno prati li proces starenja porast ili 
pad aktivnosti antioksidacijskih enzima [175,176]. Kao što je ve spomenuto, opažen je i 
utjecaj životne dobi na proteinsku ekspresiju SIRT3 [168], kao i smanjenje aktivnosti ukupnih 
sirtuina iza etrdesete godine života [76]. Iz navedenih razloga u ovom radu korelacijskom 
analizom ispitana je povezanost životne dobi ispitanika s bazalnim vrijednostima ispitivanih 
parametara prije ronjenja te njihovim vrijednostima nakon ronjenja. Rezultati korelacijskih 
analiza pokazali su da nema povezanosti životne dobi ispitanika s bazalnim vrijednostima 
biljega oksidacijskog ošteenja lipida i proteina i aktivnosti antioksidacijskih enzima niti s 
njihovim vrijednostima nakon ronjenja. Nije opažena ni povezanost životne dobi ispitanika s 
promjenama ekspresije gena CAT, SOD1, SOD2 te SIRT1 i SIRT3 nakon ronjenja. Uzimajui 
u obzir da je raspon životne dobi ispitanika u ovom istraživanju bio izmeu 30 i 52 godine, 
navedeni rezultati nisu iznenaujui i zapravo upuuju na homogenu skupinu ispitanika s 




 Meutim, korelacijske analize promjena genskih ekspresija ispitivanih sirtuina i 
antioksidacijskih enzima pokazale su zanimljive rezultate. Pronaena je pozitivna povezanost 
izmeu promjene ekspresije gena SIRT1 i promjene ekspresije gena CAT, SOD1 i SOD2 te 
izmeu promjene ekspresije gena SIRT3 i promjene ekspresije gena CAT i SOD2, gotovo u 
svim vremenskim tokama nakon ronjenja. Najvei stupanj korelacije s promjenom ekspresije 
gena SIRT1 i SIRT3 pokazala je promjena ekspresije gena CAT. Predstavljeni rezultati u 
mononuklearnim stanicama krvi upuuju na usku povezanost ispitivanih sirtuina i 
antioksidacijskih enzima koja se može detektirati u naješe korištenom biološkom uzorku, 
uzorku krvi. 
 Premda su intenzivna istraživanja posljednjih godina pružila brojne odgovore o 
oksidacijskom stresu induciranom vježbanjem, još je uvijek puno pitanja i suprotnosti, 
posebice u odnosu na razliite oblike rekreacijskih i profesionalnih sportova. SCUBA 
ronjenje predstavlja poseban oblik oksidacijskog stresa uzrokovanog vježbanjem u kojem je 
zbog dodatnog utjecaja hiperoksije granica izmeu pozitivnih i negativnih uinaka vrlo 
skliska. Rezultati prezentirani u ovom radu po prvi put pokazuju utjecaj rekreacijskog 
ronjenja na oksidacijski/antioksidacijski status i promjene ekspresije gena SIRT1 i SIRT3. Kod 
rekreacijskih ronilaca koji nisu ronili tijekom zimskog razdoblja antioksidacijski mehanizmi 
nisu bili dovoljno uspješni da sprijee oksidacijsko ošteenje nakon ronjenja na 30 metara 
dubine u trajanju od 30 minuta. S druge strane, opažen porast ekspresije gena SIRT3 daje 
























Na temelju provedenog istraživanja, dobivenih rezultata i rasprave može se zakljuiti sljedee. 
• Rekreacijsko SCUBA ronjenje praeno je poveanjem broja leukocita te smanjenjem 
broja eritrocita, hemoglobina i hematokrita. Izostanak smanjenja broja limfocita 
upuuje da rekreacijsko ronjenje ne prati imunosni odgovor kao kod zahtjevne, 
dugotrajne tjelovježbe gdje je uoena pojava imunosupresije. Zapažene promjene nisu 
kliniki znaajne i vjerojatno nee utjecati na kliniku odluku pri interpretaciji nalaza 
KKS kod ronilaca. 
 
• Nakon zarona na dubinu od 30 metara u trajanju od 30 minuta, antioksidacijski 
mehanizmi kod ronilaca koji nisu ronili tijekom zimskog razdoblja nisu bili dovoljni 
da sprijee oksidacijsko ošteenje lipida u eritrocitima, praeno TBARS metodom. 
Meutim, porast proteinskih karbonila, koji se smatraju biljegom ozbiljnog 
oksidacijskog ošteenja proteina, nije bio prisutan. Istraživanja na manjim dubinama 
nakon razliitih razdoblja ne ronjenja mogla bi biti korisna u formiranju smjernica za 
rekreacijsko ronjenje. 
 
• Lipidna peroksidacija, praena TBARS metodom u uzorcima eritrocita i plazme, 
pokazala se osjetljivijim biljegom oksidacijskog stresa od mjerenja proteinskih 
karbonila. Eritrociti su se pokazali osjetljivijom frakcijom krvi od plazme za praenje 
lipidne peroksidacije TBARS metodom. 
 
• Poveanje aktivnosti katalaze, SOD2 te posljedino ukupne SOD, zapažen ve 
neposredno nakon izrona, pokazuje brzu aktivaciju antioksidacijskih mehanizama na 
poveanu produkciju ROS-a tijekom ronjenja. Poveanje aktivnosti ispitivanih 
antioksidacijskih enzima nije bilo praeno porastom njihove genske ekspresije. 
 
• Jedan zaron uzrokovao je smanjenje razine ekspresije gena SIRT1 koje se 6 sati nakon 
ronjenja vratilo na bazalne vrijednosti prije ronjenja te znaajno poveanje ekspresije 
gena SIRT3 6 sati nakon ronjenja. Zbog mnogih protektivnih uloga SIRT3 povezanih s 
održavanjem mitohondrijskog metabolizma i antioksidacijskim odgovorom, porast 
ekspresije gena SIRT3 zapažen nakon samo jednog ronjenja zaslužuje pažnju u 
daljnjim istraživanjima o utjecaju sukcesivnih zarona na njegovu ekspresiju i 





• Životna dob ronilaca (30 do 52 godine) nije bila povezana s bazalnim vrijednostima 
ispitivanih parametara niti s njihovim promjenama nakon ronjenja. 
 
• Zabilježena pozitivna korelacija promjena genskih ekspresija ispitivanih sirtuina i 
antioksidacijskih enzima upuuje na njihovu povezanost koja se može detektirati u 
naješe korištenom biološkom uzorku, uzorku krvi. 
 
• Istraživanja ronjenjem izazvanog oksidacijskog stresa, zbog dodatnog izlaganja 
hiperoksiji i niskim temperaturama, mogu pridonijeti novim spoznajama o ulozi 
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AceCS   acetil-CoA sintetaza  
ACTB   aktin beta 
ADH   antidiuretski hormon 
AGEs   uznapredovali glikozilacijski produkti 
ALEs   uznapredovali lipooksidacijski produkti 
ALT   alanin-aminotransferaza  
ANP   atrijski natriuretski peptid 
AP    alkalna fosfataza  
ART   ADP-ribozil transferaza 
AST    aspartat-aminotransferaza  
ATP   adenozin trifosfat  
BMI   indeks tjelesne mase  
CAT   katalaza 
cDNA   komplementarna DNA 
CK   kreatin-kinaza  
CR   kalorijska restrikcija 
CRP   C-reaktivni protein  
CVA    koeficijent analitike varijacije 
CVI    intraindividualni koeficijent varijacije 
DAC   deacetilaza 
DSI   poželjna nepreciznost 
eNOS    endotelna sintaza dušikovog oksida 
GDH    glutamat dehidrogenaza  
gDNA   genomska DNA 
GGT    gama-glutamiltransferaza  
GPx   glutation peroksidaza 
G6PD   glukoza-6-fosfat dehidrogenaza 
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
GR   glutation reduktaza 
HBO   hiperbarina oksigenacija 
HDAC   histon deacetilaza 
H2O2   vodikov peroksid 
HMGCS   3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA sintaza  
4-HNE   4-hidroksi-2-nonenal 
HOCl   hipokloritna kiselina 
IDH    izocitrat dehidrogenaza 
KKS   kompletna krvna slika 
L•   lipidni radikal 
LCAD   acil-CoA dehidrogenaza dugih lanaca 
LDH    laktat dehidrogenaza  
LH   masna kiselina 
LO•   lipidni alkoksilni radikal 
LOH   lipidni alkohol 
LOO•   lipidni peroksilni radikal 
LPO   lipidna peroksidacija 
MCH   prosjena koliina hemoglobina u eritrocitu  
MCHC  prosjena koncentracija hemoglobina u eritrocitu  
MCV   prosjeni volumen eritrocita  
MDA   malondialdehid 
MPO   mijeloperoksidaza 
MPV   prosjeni volumen trombocita  
mRNA   glasnika RNA 
NAD   nikotinamid adenin dinukleotid 
NADPH  nikotinamid adenin dinukleotid fosfat   
O/A status   oksidacijski/antioksidacijski status 
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O2   superoksidni anion 
OH   hidroksilni radikal 
8OHdG  8-hidroksi-2'-deoksigvanozin  
OLOO•  epoksi-lipidni peroksilni radikal 
PBMCs  mononuklearne stanice periferne krvi 
PCD   proteinski karbonilni derivati 
qRT-PCR   kvantitativna lanana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu 
RCV   referentna vrijednost promjene 
RDW   raspodjela eritrocita po volumenu  
RNS   reaktivni dušikovi spojevi 
RO•   alkoksilni radikal  
ROO•   peroksilni radikal 
ROS   reaktivni kisikovi spojevi  
SDH    sukcinat dehidrogenaza 
SIRT   sirtuin 
SOD   superoksid dismutaza 
TBA    tio-barbiturna kiselina 
TBARS   reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline 
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Ronjenje s komprimiranim zrakom predstavlja poseban oblik oksidacijskog stresa izazvanog vježbanjem jer je 
poveano stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) posljedica ne samo zahtjevne fizike aktivnosti, ve i 
hiperoksije, koja nastaje uslijed disanja kisika pod povišenim tlakom. Smatra se da bi uinkovitost 
antioksidacijskih enzima mogla ovisiti o aktivnosti sirtuina (SIRT), molekula osjetljivih na poveanu produkciju 
ROS-a, koje imaju sposobnost poveati ekspresiju i aktivnost antioksidacijskih enzima. Cilj je ovog rada bio 
ispitati oksidacijski/antioksidacijski status i ekspresiju gena SIRT1 i SIRT3 nakon zarona s komprimiranim 
zrakom kod rekreacijskih ronilaca koji nisu ronili tijekom zimskog razdoblja.  
U istraživanje je bilo ukljueno 17 ronilaca, muškog spola, raspona životne dobi od 30 do 52 godine. Uzimanje 
krvi bilo je provedeno neposredno prije i nakon ronjenja na 30 metara dubine u trajanju od 30 minuta te 3 i 6 sati 
nakon ronjenja. U uzorcima krvi odreeni su parametri kompletne krvne slike, u eritrocitima i plazmi praeni su 
biljezi oksidacijskog ošteenja lipida i proteina, mjerenjem koncentracije tiobarbiturnih reaktivnih supstanci 
(TBARS) i proteinskih karbonila, dok su aktivnosti antioksidacijskih enzima katalaze (CAT), ukupne superoksid 
dismutaze (SOD) te izoformi SOD1 i SOD2, kao i ekspresija gena CAT, SOD1 i SOD2 te SIRT1 i SIRT3 bili 
praeni u mononuklearnim stanicama krvi. 
Rezultati ovog rada pokazali su da poveanje broja leukocita te smanjenje broja eritrocita, hemoglobina i 
hematokrita nakon ronjenja nisu kliniki znaajne promjene. Zapažen porast aktivnosti CAT, SOD2 i SOD 
neposredno nakon ronjenja nije bio dovoljan da sprijei porast eritrocitnih TBARS vrijednosti. Budui da 
promjene TBARS vrijednosti u plazmi, kao ni promjene proteinskih karbonila u plazmi i eritrocitima nisu 
naene nakon ronjenja, lipidna peroksidacija u eritrocitima pokazala se najosjetljivijim ispitivanim parametrom 
oksidacijskog stresa. Poveanje aktivnosti ispitivanih antioksidacijskih enzima nije bilo praeno porastom 
njihove genske ekspresije. Smanjenje ekspresije gena SIRT1 izazvano zaronom, doseglo je bazalnu vrijednost 6 
sati nakon ronjenja, kada je uoen porast ekspresije gena SIRT3. 
Ovo je istraživanje pokazalo da zaron na 30 metara dubine, nakon razdoblja ne ronjenja, uzrokuje oksidacijsko 
ošteenje dajui dobru osnovu za daljnja usmjerena istraživanja u podruju rekreacijskog ronjenja koja bi mogla 
biti korisna u formiranju smjernica za rekreacijske ronioce. Uz to, opažen porast ekspresije gena SIRT3 pridonosi 
razumijevanju pretpostavljenog adaptacijskog antioksidacijskog mehanizma i hormeznog odgovora na poveanu 
produkciju ROS-a. 
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SCUBA diving represents a special form of exercise-induced oxidative stress since the increased production of 
reactive oxygen species (ROS) is a result not only of a demanding physical activity, but also of hyperoxia, which 
occurs due to breathing oxygen under increased pressure. It is believed that the effectiveness of antioxidant 
defense enzymes could be dependent on the activity of sirtuins (SIRT), molecules sensitive to the increased 
production of ROS, which have the ability to increase the expression and activation of antioxidant enzymes. The 
aim of this study was to examine the effects of scuba diving on oxidative/antioxidative status, as well as SIRT1 
and SIRT3 gene expressions in recreational divers after a winter non-dive period. 
The study included 17 male recreational divers median age (range) 41 (30-52) years. Blood samples were taken 
before and immediately after diving at a depth of 30 m for 30 min, 3 h and 6 h after diving. The changes of the 
following parameters were examined: complete blood counts, oxidative damage markers of lipids and proteins in 
erythrocytes and plasma, by measuring the formation of thiobarbituric reactive substances (TBARS) and protein 
carbonyl derivatives (PCD), while the activities of antioxidant enzymes; catalase (CAT), total superoxide 
dismutase (SOD), and isoforms SOD1 and SOD2, as well as CAT, SOD1, SOD2, SIRT1 and SIRT3 gene 
expression were monitored in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). 
The increase of leukocyte count and the decrease of erythrocyte count, hemoglobin and hematocrit observed 
after diving did not show clinical significance. The elevation of CAT, SOD2 and SOD activities observed after 
diving was not sufficient to prevent the increase in erythrocyte TBARS values. Since we found no difference for 
plasma TBARS level and also for carbonylated proteins level in either plasma or erythrocytes, peroxidative 
damage in erythrocytes appears to be the most pronounced response to oxidative stress. Elevation of the 
antioxidant enzymes activities was not accompanied by the increase of their gene expression. The decrease of 
SIRT1 gene expression induced by diving, reached its basal level 6 h after the dive, when the increase of SIRT3 
gene expression was observed. 
This study showed that the first dive to 30 m after a non-dive season causes oxidative damage, providing a good 
basis for further research in the field of recreational diving, which could be useful for forming the diving 
recommendations. In addition, the observed increase of SIRT3 gene expression contributes to the understanding 
of the assumed adaptation antioxidant mechanism and the hormesis response to increased ROS production. 
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